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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
NFC – Nanofibrilirana celuloza 
CNC – Celulozni nanokristali 
TEMPO – (2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-il)oksil  
TEMPO oksidacija – Oksidacija celuloze z reagentom (2,2,6,6-tetramethilpiperidin-1-il)oksil 
KPMS – Kalijev peroksimonosulfat 
Oxone® – Kalijev peroksimonosulfat, komercialno ime 
DMDO - Dimetildioksiran 
TCNF – TEMPO oksidirane celulozne nanofibrile 
DMSO - Dimetilsulfoksid 
CTAB – Cetil trimetilamonijev bromid 
CHX-DG – Klorheksidin diglukonat 
TIM - Trijodometan 
DIB – 1,4-dijodobutan 
DID – 1,10-dijododekan 
TIM-TCNF – S trijodometanom zamrežen (hidro)gel iz TEMPO celuloznih nanofibril 
DIB-TCNF – Z 1,4-dijodobutanom zamrežen (hidro)gel iz TEMPO celuloznih nanofibril 
DID-TCNF – Z 1,10-dijododekanom zamrežen (hidro)gel iz TEMPO celuloznih nanofibril 
G' – Elastični modul v reoloških meritvah 
G'' – Viskozni modul v reoloških meritvah 
Tanδ – Razmerje med G' in G'' 
Rcf – Relativna centrifugalna sila  
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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Termin nanoceluloza zajema več, morfološko različnih, celuloznih nanodelcev, ki 
posedujejo ugodne kemijske, fizikalne in mehanske lastnosti. Obnovljivost naravnih virov iz 
katerih jo pridobivamo, biorazgradljivost, biološka inertnost, dobre mehanske in termične 
lastnosti, afiniteta do vode in velika specifična površina nakazujejo, da gre za material s 
širokim spektrom uporabe. V preteklih 15 letih je prišlo do velikega napredka pri razvoju 
metod in postopkov za proizvodnjo nanoceluloze na laboratorijskem, polindustrijskem in tudi 
že na industrijskem nivoju. Tako se danes nahajamo na prelomnici, ko moramo poizkusiti 
rešiti še zadnje manjše proizvodne probleme, najti potencialna področja uporabe in razviti 
primerne izdelke.  
Z namenom nižanja porabe energije med mehansko fibrilacijo, so bili razviti različni 
postopki kemične pred-obdelave, med katerimi prednjači TEMPO oksidacija. To je parcialna 
oksidacija hidroksilnih skupin do karboksilnih na površini celuloznih fibril. Izkazalo se je, da 
predhodna TEMPO oksidacija močno zmanjša porabo energije za fibrilacijo s tem, ko na 
površino celuloznih fibril uvede negativen naboj v obliki karboksilatnega iona (-COO-). 
Vendar zaradi kemizma reakcije, kjer predstavlja aldehidna skupina vmesno stopnjo med 
hidroksilno skupino in karboksilno skupino, ostane na vlaknih/fibrilah celuloze tudi manjši 
delež aldehidnih skupin. Prisotnost aldehidnih skupin na celulozi povzroči obarvanje TEMPO 
modificirane celuloze med sušenjem pri povišanih temperaturah. Do tega fenomena pride 
zaradi cepitve beta glikozidnih vezi med anhidroglukopiranoznimi enotami (AGU), saj 
prisotnost aldehidnih skupin to reakcijo pospeši. V prvem delu doktorata se bomo tako 
posvetili zmanjšanju deleža aldehidnih skupin  na TEMPO oksidirani celulozi. Običajen 
pristop oksidacije aldehidnih skupin do karboksilnih skupin vključuje uporabo večjih količin 
kloriranih oksidantov. V okviru disertacije bomo zato poskušali razviti okolju bolj prijazen 
postopek, ki bo po svojem učinku primerljiv z obstoječim in uveljavljenim postopkom.   
V drugem delu doktorata bomo pozornost namenili uporabi TEMPO celuloznih nanofibril 
(TCNF) za razvoj hidrogelov s prilagodljivimi mehanskimi lastnostmi. Hidrogeli so 3D 
polimerne strukture, ki so sposobne zadrževati velike količine vode, tudi do 10 - 100x večje 
od lastne suhe mase. Posledično imajo praktično vsi hidrogeli delež vode višji od 90 %, 
pogosto pa tudi višji od 99 %. Zaradi visokega deleža vode imajo hidrogeli relativno slabe 
mehanske lastnosti kar otežuje rokovanje z njimi. Visoki deleži vode otežujejo tudi nadaljnjo 
modifikacijo hidroksilnih in karboksilnih skupin, kot sta npr. etrenje in estrenje. V sklopu 
raziskave se bomo srečali s problemi kompatibilnosti različnih komponent, saj ima TCNF 
izjemno polaren karakter. Večfunkcionalni alkil jodidi, ki reagirajo z deprotonirano 
karboksilno skupino in tvorijo zamreženo strukturo, pa izjemno nepolarnega. Zaradi 
nasprotnih polarnosti komponent se pojavi problem izvedbe dejanske reakcije med TCNF in 
alkil jodidom. Potrebno bo identificirati topila, ki ohranjajajo nanofibrilirano strukturo TCNF 
in njen površinski naboj (COO-) ter hkrati omogočajo reakcijo med polarno in nepolarno fazo. 
Obenem mora uporabljeno topilo zagotavljati topnost alkil jodidov.  
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1.2 NAMEN RAZISKAVE 
Raziskava v okviru doktorske disertacije bo potekala v treh sklopih. V prvem sklopu 
bomo preiskali možnosti za konverzijo aldehidnih skupin do karboksilnih skupin na TEMPO 
oksidirani celulozi, ob predpostavki, da bomo tako zagotovili enostavnejšo fibrilacijo in 
barvno stabilizacijo materiala med postopki toplotne obdelave. Zasnovali bomo postopek z 
uporabo okolju bolj prijaznih reagentov (kalijev peroksimonosulfat oz. Oxone®) ter hkrati 
poskušali ohraniti stopnjo konverzije aldehidov v karboksilne skupine na nivoju standardnega 
kloritnega postopka.   
Drugi sklop raziskave bo posvečen snovanju in razvoju stabilnih (hidro)gelov na 
osnovi TEMPO oksidiranih celuloznih nanofibril z uporabo reaktivnih alkil jodidov. Alkil 
jodidi v kombinaciji z deprotoniranimi karboksilnimi skupinami tvorijo estre. Mehanizem 
nastanka estrov iz alkil jodida in deprotonirane karboksilne skupine je SN2 nukleofilna 
substitucija. V tem primeru deprotonirana karboksilna skupina deluje kot šibek nukleofil. 
Preučili bomo vpliv različnih alkil jodidov na reološke in mehanske lastnosti nastalih 
(hidro)gelov. Tako bomo lahko ugotovili, kako struktura zamreževala, alkil jodida, vpliva na 
lastnosti. In, ali je možno lastnosti (hidro)gelov prilagajati z uporabo zamreževal z različnimi 
dolžinami alifatskih verig oz. z njihovo funkcionalnostjo.    
Zadnji, tretji sklop bo posvečen nadaljnji uporabi nastalih (hidro)gelov. Izdelali bomo 
prototip nanoceluloznega obliža, ki bo vseboval določeno količino topikalnega antiseptika 
(klorheksidin diglukonata). Naredili bomo osnovne analize mikrobiološkega delovanja, 
citotoksičnosti ter preučili sproščanje antiseptika iz hidrogelnega matriksa.  
 
1.3 CILJI DOKTORSKE DISERTACIJE 
1. Razvoj postopka in analiza učinkovitosti post – oksidacije TEMPO celuloze z 
Oxone® (kalijev peroksimonosulfat) v različnih medijih (voda ali voda/aceton). 
 
2. Mehanska obdelava in proizvodnja TEMPO oksidiranih celuloznih nanofibril s 
postopkom visokotlačne homogenizacije in določitev procesnih parametrov.  
 
3. Izdelava zamrežene strukture nanoceluloznega hidrogela z uporabo različnih 
linarnih in razvejanih halogenoalkanov.  
 
4. Karakterizacija izdelanih hidrogelov z vidika kemične strukture in mehanskih 
lastnosti. 
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1.4 HIPOTEZE 
Hipoteza 1: Od pred priprave celuloznih vlaken je odvisna učinkovitost pridobivanja 
celuloznih nanofibril s postopkom visokotlačne homogenizacije.  
 
Hipoteza 2: Post oksidacija s kalijevim peroksimonosulfatom (Oxone®) poveča 
vsebnost karboksilnih skupin na TEMPO oksidiranih celuloznih vlaknih ter hkrati zmanjša 
vsebnost aldehidov.  
 
Hipoteza 3: Halogenirane alkane je možno uporabiti za zamreženje TEMPO 
oksidiranih celuloznih nanofibril in proizvesti stabilne hidrogele.  
 
Hipoteza 4: Hidrogeli, kjer je zamreževalo daljša linearna veriga halogenoalkana, so 
bolj fleksibilni.  
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1.5 TEORETIČNI DEL (PREGLED LITERATURE) 
1.5.1 Nanofibrilirana celuloza (NFC), pridobivanje in lastnosti 
Nanofibrilirana celuloza je produkt mehanske fibrilacije celulozne surovine iz 
različnih virov, najpogosteje rastlinskih. Celulozna surovina oz. vlakna je podvržena visokim 
strižnim obremenitvam, ki povzročijo delaminacijo celične stene in sprostitev mikro in 
nanofibril (Kekalainen, 2016; Kekäläinen in sod., 2014). Strižne sile je moč ustvariti z več 
postopki. Na pilotnem ali industrijskem nivoju so to običajno visokotlačni homogenizatorji 
(Slika 1), mikrofluidizatorji ali koloidni mlini v različnih izvedbah, npr. Masuko Grinder 
(Masuko Grinder®). Pri visokotlačni homogenizaciji nastajajo strižne sile ob prehodu 
suspenzije vlaken iz visokotlačnega v nizkotlačno območje skozi režo, ki meri nekaj 10 µm. 
Ob prehodu skozi režo so delci izpostavljeni visokim strižnim silam ter tudi nastanku 
kavitacijskih mehurčkov kar povzroči deagregacijo in delaminacijo celuloznih vlaken 
(Comuzzo in Calligaris, 2019; Kekäläinen in sod., 2014). Princip delovanja mikrofluidizatorja 
je nekoliko drugačen. Strižne sile nastanejo v posebej oblikovanih komorah kjer se vhodni tok 
razdeli na dva ločena in zopet združi. V trenutku združitve pride do trka delcev in mešanja 
tokov kar ustvari strižne sile (Khan in sod., 2014).   
 
Slika 1: Dva principa proizvodnje nanofibrilirane celuloze, (A) z visokotlačnim homogenizatorjem (prilagojeno 
po Comuzzo in Calligaris, 2019) in (B) mikrofluidizatorjem (prilagojeno po MPT, 2020). Princip obeh je 
podoben, visoke strižne sile omogočijo delaminacijo in fibrilacijo celuloznih vlaken. 
Figure 1: Two principles of manufacturing of nanofibrillated cellulose, with a (A) high pressure homogenizer 
(adapted from Comuzzo and Calligaris, 2019) and (B) microfluidizer (adapted from MPT, 2020). Both work on a 
similar principle, high shear forces cause fiber delamination and fibrillation. 
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Fibrilacija vlaken je energetsko zelo intenziven postopek. Za proizvodnjo prve 
nanofibrilirane celuloze je bilo potrebno suspenzijo celuloznih vlaken homogenizirati več kot 
tridesetkrat, s čimer so dobili pretežno nanofibriliran material (Turbak in sod., 1983). Poraba 
energije v teh eksperimentih je bila okrog 20 – 30 MWh na tono proizvedene nanoceluloze. Z 
različnimi postopki pred-obdelave so se energetske potrebe postopka fibrilacije zmanjšale na 
približno 1 MWh na tono (Bharimalla in sod., 2015; Siró in Plackett, 2010). Celulozne 
nanofibrile so z vodikovimi in Van der Waalsovimi interakcijami stabilizirane strukturne 
entitete sten rastlinskih celic.  NFC je semi-kristaliničen material saj vsebuje tako amorfna kot 
kristalinična področja (Thomas in sod., 2018). Ker predstavljajo amorfna področja neurejeno 
fazo v strukturi, so tudi lastnosti materiala drugačne kot na primer pri nanokristalinični 
celulozi. Nanofibrilirana celuloza ima zaradi amorfnih področij večji potencial za kemično 
modifikacijo, ker so hidroksilne skupine v amorfnih področjih bolj dostopne, medtem ko je na 
nanokristalinični celulozi kemična modifikacije omejena na površino kristalitov.   
Fibrilacija celuloznih vlaken v celulozne nanofibrile najpogosteje poteka v vodni 
disperziji. Le tej se zaradi nastanka fibril, močno poveča viskoznost. V primeru 
encimatsko/mehansko pridobljene NFC so tipične koncentracije fibril v disperziji okoli 2 ut.-
% (Dufresne, 2013). Kemično/mehansko pridobljena NFC ima na drugi strani bistveno 
manjše dimenzije fibril, večjo stopnje fibrilacije in, posledično višjo viskoznost (Koponen, 
2019). Koncentracije disperzij za mehansko obdelavo kemično modificiranih vlaken so 
nekoliko nižje, tipično med 0,75 in 1,50 ut.%, odvisno tudi od števila prehodov skozi 
visokotlačni homogenizator in posledičnega povečanja viskoznosti do stopnje, ko učinkovita 
mehanska obdelava ni več mogoča. Glede na izvor, stopnjo modifikacije ter intenzivnost 
mehanske obdelave so prečne dimenzije celuloznih nanofibril običajno med 3 in 100 nm 
(Dufresne, 2013). NFC je material, ki ima veliko presečno razmerje, torej razmerje med 
dolžino posamezne fibrile in njenim presekom oz. premerom. Točno presečno razmerje je 
težko določiti, saj je težko določiti dolžino individualiziranih fibril, vendar se ocene 
presečnega razmerja gibljejo med 50 in 150 (Habibi, 2014). 
Poznamo še dve vrsti nanoceluloz, nanokristalinično in bakterijsko nanocelulozo. Ker 
so elementarne fibrile semi-kristaliničen material, je moč amorfna področja preferenčno 
hidrolizirati s pomočjo mineralnih ali organskih kislin (Eyley in Thielemans, 2014; Thomas in 
sod., 2018). Produkt kislinske hidrolize elementarnih fibril so toge igličaste strukture čiste 
celuloze, celulozni nanokristali. Velikost teh struktur je tako v prečni kot longitudinalni smeri 
na nanometrskem nivoju. Premeri so običajno med 5 in 50 nanometri, medtem, ko so dolžine 
pogosto med 50 in 500 nm (Brinchi in sod., 2013; Thomas in sod., 2018). Celulozne 
nanokristale odlikuje tudi izjemna aksialna togost (do 168 GPa) in natezna trdnost (cca. 9 
GPa) ob nizki gostoti (1,5 – 1,6 g/cm3), kar je bistveno bolje od nekaterih modernih 
sintetičnih materialov (Thomas in sod., 2018). Zaradi načina proizvodnje je tudi površinska 
kemija celuloznih nanokristalov drugačna od površinske kemije celuloznih nanofibril. Na 
površinsko kemijo CNC je moč vplivati z izbiro kisline. Trenutno je najpogosteje uporabljana 
kislina žveplova (VI) kislina, ki ob hidrolizi v kombinaciji s prisotnimi hidroksilnimi 
skupinami tvori sulfonate  (R – SO3-) na površini nanokristalov (Eyley in Thielemans, 2014; 
Gu in sod., 2013; Voronova in sod., 2013). Prisotnost teh skupin je pomembna za stabilizacijo 
koloida zaradi elektrostatskega odboja delcev, ki nosijo istoimenski naboj.  Za proizvodnjo 
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celuloznih nanokristalov je moč uporabiti tudi druge kisline; fosforjevo (V) kislino (Camarero 
Espinosa in sod., 2013), klorovodikovo kislino (Yu in sod., 2013), mravljično kislino 
(Kupiainen in sod., 2014; Li in sod., 2015), p – toluensulfonsko kislino (Kunaver in sod., 
2016). 
V naravi najdemo celulozo primarno v rastlinskih tkivih, vendar so tudi nekatere vrste 
bakterij sposobne sekrecije celuloze, ki jo označujemo z izrazom bakterijska celuloza. Najbolj 
znana vrsta, ki proizvaja bakterijsko celulozo, je aerobna bakterija Acetobacter xylinus. Ta 
tvori dolge filamente nanoceluloze ob prisotnosti vira ogljika v relativno širokem spektru pH 
vrednosti (3 – 7) ter pri temperaturah med 25 in 30 °C (Esa in sod., 2014). Ker bakterijska 
celuloza naravno nastaja v obliki pelikla, je to priročen produkt za področje biomedicine, kjer 
se bakterijska celuloza že več let uporablja za zdravljenje opeklin in drugih kožnih težav in 
tudi kot nosilec za zdravilne učinkovine (Moritz in sod., 2014; Sulaeva in sod., 2015). 
Kemične lastnosti bakterijske nanoceluloze so praktično identične rastlinski celulozi, na njej 
so tako možni isti postopki kemične modifikacije kot sta na primer oksidacija in acetilacija 
(Hu in sod., 2014; Kim in sod., 2002). Najpomembnejša razlika med rastlinsko in bakterijsko 
celulozo je v deležu kristalinične faze. Bakterijska ima 73 % kristalinične faze, rastlinska 
celuloza ima običajno nekoliko manjši delež, med 40 – 50 % (Andersson in sod., 2003; Park 
in sod., 2010). Pomembna razlika je tudi v stopnji polimerizacije, ta je bistveno višja pri 
bakterijski celulozi, in znaša med 10.000 in 16.000, odvisno od seva bakterije in pogojev rasti 
(Tahara in sod., 1997). Lesna celuloza ima po drugi strani stopnjo polimerizacije le med 1.500 
in 5.000, odvisno od lesne vrste (Hallac in Ragauskas, 2011). 
 
1.5.2 Tempo oksidacija 
TEMPO oksidacija oziroma oksidacija z reagentom (2,2,6,6-tetramethilpiperidin-1-
il)oksil je postopek, s katerim pretvorimo primarne hidroksilne skupine v njihove karboksilne 
ekvivalente. Potencial TEMPO oksidacije se je pokazal leta 1987, ko je bil ta reagent prvič 
uporabljen za konverzijo primarnih hidroksilnih skupin do njihovih karboksilnih derivatov. 
Avtorji poročajo, da TEMPO reagent omogoča tudi tvorbo ketonov iz sekundarnih 
hidroksilnih skupin (Lucio Anelli in sod., 1987). Kmalu po tem odkritju je bilo ugotovljeno, 
da je ta reagent moč uporabiti tudi na polisaharidnih substratih za uvedbo novih funkcionalnih 
skupin (de Nooy in sod., 1994; de Nooy in sod., 1995). TEMPO oksidacija je na področju 
nanoceluloze doživela preboj po odkritju, da je primarne hidroksilne skupine moč pretvoriti 
tudi v heterogenih reakcijskih sistemih. V homogenih reakcijskih sistemih so reakcijski časi 
izjemno kratki in stopnje konverzije velike (Heinze in sod., 2018). V heterogenih sistemih 
reakcija teče počasneje in je zaradi steričnih ovir in nedostopnosti reakcijskih mest tudi bolj 
selektivna in dosega nižje stopnje konverzije primarnih hidroksilnih skupin (Heinze in sod., 
2018). V heterogenih reakcijskih pogojih je bila uspešno izvedena delna oksidacija 
površinskih hidroksilnih skupin na celuloznih verigah (Isogai in sod., 2011; Kuramae in sod., 
2014; Okita in sod., 2010; Saito in sod., 2007). Ne glede na substrat, poteka TEMPO 
oksidacija po principu, ki je prikazan na Sliki 2. 
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Slika 2: Mehanizem TEMPO oksidacije celuloznih vlaken. Glavna sprememba se dogaja na primarni hidroksilni 
skupini celuloze, kjer poteče oksidacija hidroksilnih do karboksilnih skupin v dveh korakih preko aldehidnega 
intermediata (prilagojeno po Biliuta in sod., 2013).   
Figure 2: The chemical mechanism of TEMPO oxidation of cellulose fibers. The main change happens on the 
primary hydroxyl group, where the oxidation of hydroxyl to carboxyl groups takes place in a two-step process 
via an aldehyde intermediate (adapted from Biliuta et al., 2013). 
TEMPO radikal deluje kot aktivator za hidroksilne skupine in jih v kombinaciji z 
natrijevim hipokloritom in natrijevim bromidom pretvori iz hidroksilne v aldehidno skupino, 
pri čemer so dejanski oksidanti stabilni in nitrosonijevi kationi nestabilni (Biliuta in sod, 
2013). Nato reakcija poteka v več simultanih stopnjah. Natrijev hipoklorit se porablja za 
konverzijo natrijevega bromida v natrijev bromit oz natrijevo sol hipobromaste kisline, ta se v 
nadaljevanju porablja za regeneracijo TEMPO reagenta, s čimer se nazaj vzpostavi nitroksilni 
radikal. Hkrati se v reakcijski zmesi odvija tudi konverzija aldehidov v karboksilne skupine. 
V ta namen se porabljata natrijev hipoklorit in natrijev bromid. S hitrostjo regeneracije 
TEMPO reagenta diktiramo tudi hitrost oksidacije primarnih hidroksilnih skupin (Tojo in 
Fernandez, 2007). TEMPO oksidacija celuloze velja za okolju prijazen način površinske 
modifikacije, predvsem, ker se klorove spojine pri reakciji porabljajo in je končni produkt 
neškodljiv natrijev klorid. Dodaten pozitiven vidik TEMPO oksidacije je tudi, da reakcija 
poteka v vodi in, da je  TEMPO reagent mogoče reciklirati (Isogai in sod., 2011). Vendar pa 
med reakcijo poteče tudi nezaželena delna depolimerizacija celuloznih verig, poleg tega pa so 
v manjši meri prisotne tudi aldehidne skupine. Z namenom preprečevanja teh  problemov so 
razvili več variaciji klasičnega oksidacijskega postopka, ki temelji na TEMPO reagentu, 
natrijevem hipokloritu in natrijevem bromidu pri pH = 10. Namreč, TEMPO oksidacija v 
sistemu TEMPO/NaClO/NaClO2 in v kislem mediju (pH = 4,8 – 6,4) močno zmanjša 
depolimerizacijo celuloznih verig in nastanek aldehidov, vendar so tudi reakcijski časi 
bistveno daljši, kakor tudi dosežena vrednost karboksilnih skupin (< 1 mmol/g) (Tanaka in 
sod., 2012). Dodatna variacija TEMPO oksidacije nadomešča natrijev bromid in natrijev 
hipoklorit z lakazami. To so oksidativni enicmi, ki vsebujejo bakrove komplekse, in so 
sposobni oksidirati najrazličnejše spojine. V sistemu s TEMPO delujejo kot primarni oksidant 
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v sodelovanju z atmosferskim kisikom in selektivno oksidirajo primarne hidroksilne skupine 
na celulozi ter hkrati skrbijo za regeneracijo TEMPO reagenta (Jausovec in sod., 2015; Xu in 
sod., 2013). Zaradi kemizma reakcije, kjer konverzija hidroksilnih do karboksilnih skupin 
poteka preko aldehidnega intermediata, je ob koncu reakcije prisotna tudi manjša količina 
aldehidov na površini fibril. Le ti predstavljajo delno problem in delno neizkoriščen potencial. 
Aldehidne skupine so namreč en od dejavnikov, ki pospešuje cepitev beta glikozidnih vezi. S 
cepitvijo glikoznidnih vezi pride do nastanka kromoforjev in posledično ireverzibilne 
rumeno/rjave diskoloracije produkta (Ahn in sod., 2019). Na drugi strani je prisotnost 
aldehidnih skupin lahko tudi neizkoriščen potencial, saj je njihova konverzija v karboksilne 
skupine relativno enostavna in dosegljiva s širokim spektrom reagentov.  
 
1.5.3 Kemični postopki na TEMPO celulozi 
Kot je bilo omenjeno v poglavju o TEMPO oksidaciji celuloze, poteka konverzija 
primarnih hidroksilnih skupin do karboksilnih skupin preko aldehidnega intermediata, vendar 
pa se določen delež aldehidnih skupin ne oksidira do kaboksilnh skupin. (Jausovec in sod., 
2015). Prisotnost aldehidov na TEMPO oksidirani celulozi je lahko problematična z dveh 
vidikov, potencialne diskoloracije in nižje stopnje fibrilacije med postopkom izdelave 
nanofibrilirane celuloze. Diskoloracija TEMPO modificirane celuloze je še posebej 
intenzivna, saj je ravno prisotnost aldehidnih skupin med ključnimi dejavniki za nastanek 
kromoforjev preko mehanizma cepitve beta 1 – 4 glikozidnih vezi. Hitrost tvorbe kromoforjev 
na TEMPO celulozi ob prisotnosti aldehidov je kar 2000 krat hitrejša kot na idealnem modelu 
TEMPO oksidirane celuloze, kjer so prisotne izključno sekundarne hidroksilne skupine na C2 
in C3 ter karboksilne skupine na C6 (Ahn in sod., 2019). Na drugi strani pa predstavljajo 
aldehidne skupine neizkoriščen potencial z vidika lajšanja fibrilacije. Običajna vsebnost 
karboksilnih skupin na TEMPO celulozi je okoli 1,4 mmol/g (Isogai in sod., 2011; Saito in 
sod., 2007), poleg 0,1 – 0,3 mmol/g aldehidnih skupin (Jausovec in sod., 2015). Za konverzijo 
aldehidnih skupin imamo dve možni strategiji; redukcijo in oksidacijo. Odločitev za eno ali 
drugo je odvisna od želja in končne aplikacije materiala. Redukcija je postopek, ki prisotne 
aldehide pretvori v nižjo oksidativno obliko. Oksidacija na drugi strani pretvori prisotne 
aldehide v višjo oksidativno obliko, t.j. do karboksilnih skupin. V tem primeru lahko s 
postopkom oksidacije povečamo vrednost karboksilnih skupin na TEMPO celulozi do 
vrednosti 1,7 mmol/g kar dodatno olajša  postopek fibrilacije celuloznih vlaken ter poveča 
stabilnost koloida. Tako fibrilacija in koloidna stabilnost sta odvisni od gostote površinskega 
naboja.  
Uporaba natrijevega ali litijevega aluminijevega borohidrida je preverjena metoda za 
redukcijo aldehidov in ketonov do hidroksilnih skupin (Johnson in Rickborn, 1970). Ta 
metoda je bila tudi večkrat uporabljena na TEMPO celulozi (Mishra in sod., 2012). Ker pa 
običajno aldehide raje oksidiramo do karboksilnih skupin, je za oksidacijo aldehidov na 
TEMPO celulozi trenutno uveljavljen postopek z natrijevim kloritom v acetatnem pufru s pH 
med 3,6 in 5,4 oz. tako imenovana Pinnickova oksidacija (Bal in sod., 1981). Postopek 
oksidacije aldehidov z natrijevim kloritom je bil razvit leta 1973 in predstavlja pomembno 
reakcijo za tvorbo karboksilnih kislin iz aldehidnih substratov (Dalcanale in Montanari, 1986; 
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Lindgren in sod., 1973). Reakcija poteka z napadom kloritnega iona na protoniran aldehid kar 
katalizira v mediju prisotna kislina (Slika 3) (Kurti in Czako, 2005). 
 
 
Slika 3: Mehanizem oksidacije aldehidnih skupin v t.i. Pinnickovi oksidaciji z uporabo kisle raztopine 
natrijevega klorita iz katere se sprošča hipoklorasta kislina (prilagojeno po Kurti in Czako, 2005). 
Figure 3: The oxidation mechanism of aldehyde groups according to the Pinnick oxidation which uses an acidic 
solution of sodium chlorite that produces hypochlorous acid (adapted from Kurti and Czako, 2005). 
Aplikacija tega postopka na specifičen substrat kot je TEMPO celuloza in oksidacijo 
rezidualnih aldehidov so prvi opravili Mishra in sodelavci (2012), ki so ugotavljali 
učinkovitost postopka post oksidacije na zmanjšanje vsebnosti aldehidnih skupin in vpliv na 
lastnosti nanofibrilirane celuloze, proizvedene iz tako obdelanih TEMPO celuloznih vlaken. 
Poleg tega so spremljali izkoristek fibrilacije kot tudi barvno stabilnost produkta med 
konvekcijskim sušenjem (Mishra in sod., 2012). Kloritni postopek je okolju relativno 
neprijazen zaradi kislega filtrata, prisotnosti klorovih spojin, ter najpomembneje tudi zaradi 
negativnega vpliva na deprotonirane karboksilne skupine saj jih v mediju prisotna kislina 
protonira. Izguba naboja ima močan vpliv na fibrilacijske karakteristike materiala. Tako bomo 
v okviru doktorata poizkusili razviti alternativen postopek oksidacije z uporabo kalijevega 
peroksimonosulfata oz. Oxone®. Kot sol močno oksidativne peroksimonožveplove kisline je 
tudi sam vsestranski oksidant, sposoben oksidirati mnoge funkcionalne skupine. Reakcije za 
katere lahko uporabimo ta reagent so predstavljene na sliki 4. 
 
 
Slika 4: Diagram široke uporabnosti kalijevega peroksimonosulfata. Uporabnost reagenta je odvisna od 
substrata, na katerem ga uporabimo (prilagojeno po Travis in sod., 2003).   
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Figure 4: A diagram that presents the wide range of possible applications of potassium peroxymonosulfate. The 
substrate dictates the outcome of the reaction (adapted from Travis et al., 2003). 
Kalijev peroksimonosulfat ima potencial tudi na področju konverzije aldehidov v 
karboksilne kisline (Gandhari in sod., 2007; Webb in Ruszkay, 1998) ali v estre ob prisotnosti 
dimetilformamida v reakcijski zmesi (Travis in sod., 2003). Oksidacija aldehidov je bila 
potrjena v reakcijski zmesi kalijevega peroksimonosulfata, acetona in vode (Webb in 
Ruszkay, 1998). Primarni mehanizem oksidacije je konverzija acetona s kalijevim 
peroksimonosulfatom v organski peroksid, imenovan dimetildioksiran (DMDO), ki je sicer 
nestabilen, vendar močan oksidant. Ta v nadaljevanju reagira z aldehidi in jih pretvori v 
karboksilne kisline (Webb in Ruszkay, 1998).   
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1.5.4 Hidrogeli 
Hidrogeli so po definiciji tridimenzionalne, hidrofilne polimerne strukture, ki so 
sposobne absorbirati velike količine vode oziroma drugih bioloških kapljevin (Ahmed, 2015). 
Delimo jih na biološko razgradljive in na kemično stabilne (biološko nerazgradljive) (Caló in 
Khutoryanskiy, 2015). Mehanizmi nastanka hidrogelov so lahko zelo različni, predvsem glede 
na njihove izhodiščne materiale. V grobem jih lahko razdelimo na hidrogele, ki nastanejo s 
fizikalnimi interakcijami med različnimi komponentami, na hidrogele ki nastanejo s 
kemičnimi interakcijami oziroma z nastankom kovalentnih vezi med komponentami, lahko pa 
tudi s kombinacijo obeh mehanizmov (Buwalda in sod., 2017). Hidrogele lahko delimo tudi 
glede na izvor njihovih primarnih konstituentov; torej na naravne, sintetične in hibridne 
hidrogele (Buwalda in sod., 2017). Na področju naravnih hidrogelov so velike pozornosti 
deležni polisaharidni hidrogeli, kamor spadajo tudi celulozni in nanocelulozni hidrogeli. 
Glavna prednost polisaharidnih hidrogelov je v njihovi kompatibilnosti z organskimi tkivi oz. 
bolje rečeno, v možnosti uporabe teh struktur na področju biomedicine kjer so v dolgotrajnem 
stiku s človeškimi tkivi. (Ahmed, 2015; Caló in Khutoryanskiy, 2015). Nekateri polisaharidni 
hidrogeli so že v uporabi, na primer alginatni, zamreženi z dodatkom Ca2+ ali drugih 
multivalentnih kationov  (Koehler in sod., 2018; Lee in Mooney, 2012; Mogosanu in 
Grumezescu, 2014) ali pa hidrogeli iz hitozana, ki so zaradi prisotnosti aminskih skupin tudi 
biološko aktivni (Lin-Gibson in sod., 2003; Mogosanu in Grumezescu, 2014; Rogina in sod., 
2017; Xu in sod., 2017). Nekateri drugi materiali, ki se tudi že uporabljajo na biomedicinskem 
področju so še: hialuronska kislina (Highley in sod., 2016), kolagen (Antoine in sod., 2014) in 
fibrin (Lee in Mooney, 2001). Nanocelulozni hidrogeli so relativno nov material, ki je v 
zadnjih letih deležen velike pozornosti zaradi potenciala na področju biomedicine. Zanimivi 
so predvsem z vidika regenerativne medicine, saj tridimenzionalne celične kulture, katerih 
nosilci so hidrogeli, bistveno bolje replicirajo in-vivo pogoje kot dvodimenzionalne celične 
kulture. So podobni celičnemu mikro-okolju in dobro oponašajo ekstracelularni matriks 
(Bhattacharya in sod., 2012). Ne samo kot materiali za proliferacijo celičnih kultur, uporabni 
so tudi kot nosilci zdravilnih učinkovin (Chang in Zhang, 2011). Nanocelulozne hidrogele 
lahko glede na nastanek razdelimo v tri skupine; naravne nanocelulozne hidrogele, 
nanocelulozne hidrogele, ki nastanejo s fizikalno interakcijo med fibrilami in drugimi 
elementi hidrogela ter hidrogele, ki se tvorijo z nastankom kovalentnih vezi med fibrilami. V 
nadaljevanju se bomo posvetili samo hidrogelom, ki so iz nativnih celuloznih nanofibril, saj 
obstajajo tudi hidrogeli kjer se celulozo raztaplja v topilih in s proti-topilom povzroči 
obarjanje in regeneracijo celuloze.   
 
1.5.4.1 Hidrogeli iz bakterijske celuloze 
V kategorijo naravnih hidrogelov lahko uvrstimo bakterijsko celulozo. Le ta je 
kemijsko identična rastlinski celulozi, vendar ima drugačno morfologijo in je bistveno 
čistejša, saj ne vsebuje primesi hemiceluloz ali lignina (Esa in sod., 2014). Nekatere vrste 
bakteriji iz rodov Gluconobacter (Acetobacter), Rhizobium, Agrobacterium, Rhodobacter, 
Sarcina, E. Coli in Salmonella spp. so sposobne proizvodnje bakterijske celuloze ob 
prisotnosti vira ogljika, najpogosteje v obliki ostankov živilsko predelovalne industrije, ki 
vsebujejo visoke deleže ogljikovih hidratov in beljakovin (Esa in sod., 2014; Lin in sod., 
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2014). Bakterija, ki je industrijsko zanimiva, je Gluconobacter xylinus (ssp. Acetobacter 
aceti). G. xylinus je gram negativna, striktno aerobna bakterija, ki so jo prvič odkrili med 
proizvodnjo kisa, saj je na površini fermentacijske tekočine tvorila gelasto membrano iz 
celuloznih fibril z visoko vsebnostjo vode. Mehanizem nastanka bakterijskih celuloznih 
hidrogelov je dokaj enostaven, saj temelji na fizičnem prepletu dolgih fibril in nastanku 
vodikovih vezi med njimi. Bakterijska celuloza ima večji indeks kristaliničnosti (73,19 %) in 
vsled tega boljše mehanske lastnosti kot lesna celuloza (med 40 in 50 %) (Park in sod., 2010), 
pri čemer je kristaliničnost slednje odvisna tudi od tehnologije pridobivanja in lesne vrste 
(Andersson in sod., 2003). Bakterijsko celulozo lahko po čiščenju ostankov odmrlih bakteriji 
že uporabimo kot oblogo pri opeklinah in drugih površinskih ranah predvsem zaradi 
biokompatibilnosti in zagotavljanja ugodnih pogojev za celjenje ran (Sulaeva in sod., 2015). 
 
1.5.4.2 Fizikalni nanocelulozni hidrogeli  
Osnovni tip nanoceluloznega hidrogela, kjer gre dejansko samo za intenziven preplet 
fibril in vodikove vezi med fibrilami, so prvič pripravili Abe in sod. z uporabo močnih alkalij 
(NaOH na primer) (Abe in Yano, 2011, 2012). Te inducirajo longitudinalne skrčke celuloznih 
nanofibril in posledično močno prepletenost fibrilnega sistem ter nastanka vodikovih vezi 
med celuloznimi nanofibrilami (Abe in Yano, 2011, 2012).  
 
Slika 5: Nastanek hidrogela iz celuloznih nanofibril zaradi delovanja močno alkalne raztopine natrijevega 
hidroksida. Natrijev hidroksid sproži longitudinalno krčenje fibril in posledično približevanje in prepletanje. 
Zaradi kratkosežnih privlačnih sil (vodikovih vezi) med fibrilami nastane stabilen hidrogel (Levanič in sod., 
2019b). 
Figure 5: A nanofibrillated cellulose hydrogel is formed due to the action of a strongly alkaline solution of 
sodium hydroxide. The sodium hydroxide induces longitudinal contraction of the fibrils which results in particle 
coalescence and interdigitation. Due to close acting attractive forces between the fibrils (hydrogen bonding) a 
stable hydrogel is formed (Levanič et al., 2019b). 
 
Naslednji tip hidrogelov so tisti, ki nastanejo s fizikalno interakcijo. Disperzije 
koloidnih delcev, pod različnimi pogoji, lahko tvorijo trdna stanja, ki jim včasih pravimo tudi: 
zamrznjena, želirana, koagulirana ali vitrificirana stanja (Nordenstrom in sod., 2017). Takšna 
stanja označujejo tudi z izrazom »volume arrested states« oziroma »VAS« in so pravzaprav 
tipi koloidnih stekel.  
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Ne glede na ime, so tovrstna stanja pomembna na različnih področjih, od 
prehrambenega do medicinskega. Nastanek t.i. koloidnih stekel je pogojen s povečanjem 
koncentracije delcev v disperziji, kjer nad določeno koncentracijo trdnih delcev, običajno 58 
ut.%, le tem zmanjka prostora za gibanje, zaradi česar posledično pride do tvorbe trdnega 
koloidnega sistema (Dawson, 2002). Na primer, ko imamo opravka z disperzijami 
nanoceluloznih delcev, se pogosto nahajamo v območju koncentracije trdnih delcev do 10 
ut.%, saj takrat postanejo disperzije izjemno viskozne. Veliko bolj pogoste so disperzije s 
koncentracijami delcev pod 1 ut.%. V tem primeru je pogoj za nastanek koloidnega stekla 
zmanjšanje repulzivnih napetosti med individualnimi koloidnimi delci. Obnašanje 
nanoceluloznih delcev je močno odvisno od presečnega razmerja. Presečno razmerje delcev je 
obratno sorazmerno s koncentracijo. V praksi to pomeni, da so celulozne nanofibrile z velikim 
presečnim razmerjem, sposobne tvoriti koloidna stekla ob mnogo nižjih koncentracijah kot 
celulozni nanokristali, ki imajo precej manjše presečno razmerje od celuloznih nanofibril 
(Nordenstrom in sod., 2017). Metoda zmanjšanja repulzivnih sil med delci je odvisna od 
površinske kemije delcev. Na primer, za TEMPO modificirano ali karboksimetiliriano 
nanocelulozo z negativnim površinskim nabojem je preferenčna metoda nulifikacije 
površinskega naboja z dodatkom oksonijevih (H3O
+) ionov v obliki razredčene kisline. Le ta 
poskrbi za protoniranje naboja na nanocelulozi, karboksilatnega iona (Nordenstrom in sod., 
2017). Druga metoda je s povečanjem ionske moči disperznega medija z dodatkom na primer 
natrijevega klorida. S povečevanjem ionske moči v 5 % disperziji celuloznih nanokristalov 
namreč naraščata tudi elastični in viskozni modul, kar predstavlja metodo kontrole nad tema 
dvema parametroma, ki sta pomembna za uporabo hidrogelov (Bertsch in sod., 2019). 
Praviloma je povečanje ionske moči raztopine sorazmerno z valenco prisotnega kationa. Torej 
povečanje ionske moči s Ca2+ bo večje kot povečanje ionske moči z Na+ v primeru iste 
koncentracije kationa. Površinsko nabita nanoceluloza ima zanimivo interakcijo z 
multivalentnimi kationi, kar se s pridom izkorišča za izdelavo benignih nanoceluloznih 
hidrogelov s prilagodljivimi mehanskimi lastnostmi. Interakcija TEMPO nanoceluloze z 
multivalentimi kationi namreč privede do kompleksacije kationa z deprotoniranimi 
karboksilnimi skupinami (Basu in sod., 2018; Dong in sod., 2013; Masruchin in sod., 2015; 
Zander in sod., 2014). 
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Slika 6: Interakcija multivalentnega kationa z deprotoniranimi karboksilnimi skupinami rezultira v nastanku 
stabilnega hidrogela (Levanič in sod., 2019b). 
Figure 6: Interaction of a multivalent cation with a deprotonated carboxylic group results in the formation of a 
stable hydrogel (Levanič et.al., 2019b). 
1.5.4.3 Kovalentno zamreženi nanocelulozni hidrogeli 
Na drugi strani imamo nanocelulozne hidrogele, ki nastanejo s kovalentnim 
premreženjem celuloznih nanofibril z različnimi zamreževali. Kovalentno zamreženi 
nanocelulozni hidrogeli so slabše raziskani kot hidrogeli, ki nastanejo s fizikalnimi 
interakcijami, ki je bistveno hitrejši in okolju prijaznejši postopek saj ni prisotnih organskih 
topil in tudi kationi so relativno okoljsko in zdravstveno benigni (Ca2+ in Mg2+ na primer). 
Vendar kovalentno premreženih nanoceluloznih hidrogelov ne smemo zapostaviti, saj nam 
široka izbira reagentov v teoriji omogoča prilagajanje lastnosti končnega produkta. V večini 
primerov gre za uporabo reagentov z visoko reaktivnimi funkcionalnimi skupinami za 
premreženje slabo reaktivnih hidroksilnih skupin na celulozi. Takšen primer so npr. molekule 
z epoksidnimi skupinami (Xu in sod., 2018). V reakciji med epoksidom ter hidroksilno 
skupino na celulozi, ob prisotnosti baze (npr. NaOH) pride do nastanka etrske vezi (Slika 7).  
 
Slika 7: Reakcija preprostega bifunkcionalnega epoksida s hidroksilnimi skupinami na celulozni verigi. 
Figure 7: The reaction of a simple bifunctional epoxide with hydroxyl groups on a cellulose backbone. 
TEMPO modificirana celuloza je privlačen substrat tudi za proizvodnjo kovalentno 
premreženih hidrogelov. Zaradi prisotnosti manjše količine aldehidov je TEMPO celuloza 
primeren substrat za zamreženje z multifunkcionalnimi amini, na primer s 
heksametilendiaminom (Chinga-Carrasco in Syverud, 2014). Amini namreč reagirajo z 
aldehidnimi skupinami in tvorijo t.i. Schiffove baze oz imine (Slika 8). Z uporabo več ali 
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manj funkcionalnih aminov je moč tudi regulirati reološke in mehanske lastnosti nastalih 
hidrogelov (Syverud in sod., 2014). Predvsem pa je prednost tega tipa zamreževanja ta, da se 
lahko izvaja v vodi, saj so amini praviloma dobro topni v vodi.  
 
Slika 8: Shema nastanka t.i. Schiffove baze v reakciji med aldehidno skupino (na celulozi) in aminom. Shema 
predstavlja en način proizvodnje nanoceluloznih hidrogelov v primeru, da se kot amin uporabi bi- ali 
večfunkcionalna molekula. 
Figure 8: Schiff base formation via the reaction of an aldehyde (on cellulose) and an amine. The scheme presents 
a possible way of forming nanocellulose hydrogels provided the amine used is bi- or more functional.  
1.5.4.4 Zamreženje celuloznih nanofibril z jodiranimi alkani 
Obstajajo tudi druge poti do kovalentno premreženih struktur. V doktorski disertaciji 
bomo raziskali predvsem možnosti premreženja TEMPO oksidiranih celuloznih nanofibril 
(TCNF) z uporabo visoko reaktivnih alkil jodidov. Halogenirani alkani so spojine katerim 
reaktivnost narašča v smeri od fluora proti jodu. Jodirani alkani so torej najreaktivnejša 
podvrsta halogeniranih alkanov. Organski jodid oz. R-I je zelo dobra zapuščajoča skupina in 
kot taka primerna za izvedbo reakcij SN2 nukleofilne substitucije ob predpostavki, da je na 
drugi strani prisoten nukleofil. V našem primeru je nukleofil deprotonirana karboksilna 
skupina. Reakcija alkil jodida z deprotonirano karboksilno skupino naj bi rezultirala v estrski 
vezi (Brinchi in sod., 2003; Hennis in sod., 1967; Matsumoto in sod., 2014). Tovrsten pristop 
še ni bil uporabljen za zamreženje celuloznih nanofibril, zato je podatkov izredno malo in so v 
najboljšem primeru na voljo le osnovne informacije, ki temeljijo na alternativnih aplikacijah 
te kemijske reakcije. Opisane reakcije se bistveno razlikujejo od pogojev pri katerih izvajamo 
reakcijo zamreženja celuloznih nanofibril, saj praviloma potekajo v homogeni fazi. 
Predlagana shema nastanka stabilnega nanoceluloznega gela je predstavljena na sliki 9.  
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Slika 9: Princip nastanka stabilnega nanoceluloznega hidrogela. Individualne celulozne verige/fibrile so med 
seboj povezane z estrsko vezjo, ki nastane z reakcijo bifunkcionalnega alkil halida z deprotoniranimi 
karboksilnimi skupinami (Levanič in sod., 2019a).  
Figure 9: The principle behind the formation of a stable nanocellulose hydrogel. The individual chains/fibrils are 
connected with an ester bond, which is formed between the deprotonated carboxylic groups and the bifunctional 
alkyl iodide (Levanič et al., 2019a). 
Mehanizem nastanka estrske vezi je predstavljen na sliki 10. Predpostavka v tem 
primeru je tudi, da med reakcijo ne nastanejo problematični stranski produkti, saj je v teoriji 
stranski produkt le natrijev jodid z omejeno škodljivostjo za človeka.   
 
 
Slika 10: Mehanizem nastanka estrske vezi v reakciji karboksilatnega aniona z alkil jodidom. 
Figure 10: The reaction mechanism between a carboxylate anion and an alkyl iodide. 
Reakcija, ki je predstavljena na sliki 10, poteka v topilu DMSO, ki zagotavlja 
kompatibilnost deprotonirane karboksilne skupine na TEMPO celulozi (Okita in sod., 2011) 
kakor tudi dobro topnost jodiranih alkanov.  
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1.5.5 Citotoksičnost hidrogelov  
V kontekstu nanoceluloznih hidrogelov pride tudi do vprašanja njihove varnosti, oz. 
bolje rečeno, citotoksičnosti tega materiala. Ker je ena bolj perspektivnih uporab tega 
materiala na področju medicine, se bodo posledično ti materiali nahajali v stiku s človeškimi 
tkivi. S tega vidika morajo biti nanocelulozni materiali brez negativnih učinkov na človeški 
organizem. Na področju nanoceluloznih materialov je poglavitnega pomena predvsem način 
vstopa celuloznih nanodelcev v telo. Torej ali vstopajo na primer preko gastroinestinalnega 
trakta, kože, oči ali respiratorno (Pitkänen in sod., 2014). Disperzije nanoceluloznih delcev, 
tako celuloznih nanofibril (Čolić in sod., 2014; Hua in sod., 2014) kot celuloznih 
nanokristalov (Ni in sod., 2012) veljajo za netoksične in ne puščajo posledic na zdravju živih 
organizmov, kar je bilo potrjeno na in vivo testih na laboratorijskih podganah, ki so bile 
hranjene s hrano kateri je bila dodana nanoceluloza (CNF in CNC) (DeLoid in sod., 2019). Za 
CNC obstaja sicer sum na toksičnost ob inhalaciji, vendar raziskave še niso dale jasne 
povezave (Roman, 2015). Raziskava, ki so jo opravili Pitkänen in sod (2014) je v omejenem 
koncentracijskem in velikostnem območju (0,24 mg/ml, CNF velikosti 20-40 nm) opazila 
zmanjšano stopnjo preživetja celic HeLa 229 ATCC. Delež živih celic je bil 16 odstotnih točk 
pod mejo 80 %, ki po standardu pomeni ugoden medij za rast in proliferacijo celic.  
Pogosto je proizvodnja nanoceluloze povezana tudi s postopki kemične pred-obdelave 
(kot omenjeno npr. TEMPO oksidacija in karboksimetiliranje). Z uvajanjem novih 
funkcionalnih skupin lahko vplivamo tudi na toksikološke lastnosti materiala. Tako se je 
pokazalo, da je TEMPO oksidirana nanoceluloza bolj biokompatibilna kot karboksimetilirana. 
Rashad in sod. (2017) so vzgojili mišje fibroblaste na podlagi iz TEMPO oksidirane 
nanoceluloze in karboksimetilirane nanoceluloze in ugotovili, da je proliferacija celic na 
karboksimetilirani podlagi bistveno slabša, kakor tudi preživetje samih celic. V nekaterih 
primerih se je pokazala cito- in genotoksičnost nanoceluloze, predvsem v odvisnosti od izvora 
celuloznega materiala, velikosti delcev (de Lima in sod., 2012) ter njihove koncentracije v 
mediju (Pereira in sod., 2013). Nekatere študije navajajo tudi sporadične znake 
genotoksičnosti in oksidativnega stresa na mišjih fibroblastih (Hannukainen in sod., 2012). 
0,1 in 0,01 % disperzije TCNF so v nekaterih primerih pokazale negativen vpliv na BEAS 2B 
mišje fibroblaste, vendar so bili znaki genotoksičnosti in oksidativnega stresa sporadični in 
nezanesljivi (Hannukainen in sod., 2012). De Lima in sod. (2012) so opazili tudi pomemben 
aspekt nemodificirane nanoceluloze, agregacija fibril ali nanokristalov, zmanjša 
genotoksičnost materiala. Nasprotno, močno individualizirane nanofibrile, velikosti med 100 
in 200 nm,  so na 3T3 mišjih fibroblastih pokazale znake sporadične genotoksičnosti (de Lima 
in sod., 2012). Agregacija fibril je pomemben varnostni vidik v hidrogelih kjer ni prostih 
individualnih fibril, saj so vse povezane v kohezivno celoto in imajo drugačne lastnosti kot 
individualne fibrile.  
Kljub temu, da se je v nekaterih primerih pojavila omejena škodljivost nanoceluloznih 
delcev, je v kontekstu hidrogelov to potrebno gledati nekoliko drugače. Takšni hidrogeli sicer 
predstavljajo  strukturo, ki je sestavljena iz, na primer, celuloznih nanofibril, vendar le te niso 
prisotne v prosti obliki, pač so preko fizikalnega prepleta in kratkosežnih privlačnih sil ali 
kovalentnih vezi vezane v neko večjo, bolj ali manj homogeno strukturo. Tako 
nanoceluloznih hidrogelov dejansko ne moremo in ne smemo obravnavati enako kot 
individualne nanocelulozne delce. Vsekakor pa drži, da je potrebno zelo dobro poznati in 
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razumeti lastnosti osnovnih gradnikov iz katerih ti hidrogeli izhajajo, za primer, če bi prišlo 
na primer do sproščanja individualnih fibril iz hidrogela. Kot posredni dokaz o neškodljivosti 
nanoceluloznih hidrogelov lahko služi bakterijska celuloza. Pelikel bakterijske celuloze se že 
dalj časa uporablja v medicini kot obloga za rane in je temu primeren tudi za testiranja in 
karakterizacijo z vidika varnosti. Za pelikle bakterijske celuloze je bila prepričljivo dokazana 
biokompatibilnost in necitotoksičnost (Dugan in sod., 2013; Rajwade in sod., 2015; 
Sanchavanakit in sod., 2006).  
Za nanocelulozne hidrogele velja, da dobro imitirajo ekstracelični matriks, in so kot 
taki primerni za rast in proliferacijo celičnih kultur (Bacakova in sod., 2019; Bhattacharya in 
sod., 2012; Curvello in sod., 2019). Ker pa je načinov proizvodnje več, opisani so v prejšnjih 
poglavjih, je potrebno te produkte analizirati ločeno. Z večvalentnimi kationi zamreženi 
hidrogeli se razlikujejo med seboj glede na to katere katione uporabimo. Na primer, za s 
kalcijevimi in magnezijevimi kationi zamrežene hidrogele so ugotovili, da so neškodljivi in 
kot taki zelo primerni kandidati za biomedicinske aplikacije (Basu in sod., 2018; Basu in sod., 
2016). Podobno velja tudi za hidrogele iz TEMPO modificirane nanoceluloze, ki so 
netoksični, toksičnost pa se pojavi, ko se v njihovo strukturo prične vključevati spojine, ki 
imajo takšno delovanje, na primer pogost antiseptik cetil trimetilamonijev bromid (CTAB) 
(Alexandrescu in sod., 2013).  
V podatkovnih bazah se nahaja več preglednih člankov s področja nanoceluloznih 
hidrogelov, ki opisujejo uporabnost in lastnosti teh materialov. Vse publikacije poročajo o 
odsotnosti imunogenih odzivov celičnih linij ter nikakršni oz. zanemarljivi citotoksičnosti 
hidrogelov na osnovi celuloznih nanofibril (Athukoralalage in sod., 2019; Bacakova in sod., 
2019; Lin in Dufresne, 2014) 
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2 ZNANSTVENA DELA 
 
Doktorska disertacija je zasnovana na treh znanstvenih člankih, ki so bili objavljeni v revijah s 
faktorjem vpliva (Levanič in sod., 2019a; Levanič in sod., 2018; Levanič in sod., 2020). Kot 
povezovalno gradivo navajamo tudi pregledni znanstveni članek, ki je bil objavljen v domači 
znanstveni reviji (Levanič in sod., 2019b). 
 
2.1 STABILNI HIDROGELI IZ NANOFIBRILIRANE CELULOZE 
 
Jaka Levanič, Ida Poljanšek, Primož Oven 
Revija Les, 2019, Vol. 68, No. 2, pg. 59-68 
DOI: 10.26614/les-wood.2019.v68n02a05 
Prejeto: 16.10.2019; Sprejeto; 27.11.2019 
 
Povzetek: Nanocelulozni hidrogeli so med najbolj perspektivnimi materiali z visoko 
dodano vrednostjo, ki jih je moč pridobiti iz celuloznih virov. V tem prispevku so 
predstavljeni postopki izdelave hidrogelov, ki temeljijo na nanofibrilirani celulozi, ter njihova 
potencialna uporaba in varnostni vidik. V prihodnosti  bodo namreč nanocelulozni materiali 
eni vodilnih produktov, ki bodo izhajali iz gozdno lesnega sektorja zaradi njihove visoke 
dodane vrednosti in potenciala za zamenjavo sintetičnih materialov. V tem članku je opravljen 
pregled literature s področja hidrogelov iz nanofibrilirane celuloze.  
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2.2 METODA ZA OKSIDACIJO ALDEHIDOV NA TEMPO-OKSIDIRANI 
CELULOZI BREZ UPORABE KLOROVIH SPOJIN 
 
Jaka Levanič, Ida Poljanšek, Primož Oven 
BioResources, 2018, 13(4), 7969-7982 
DOI: 10.15376/biores.13.4.7969-7982 
Prejeto: 10. Julij, 2018; Prva recenzija prejeta: 18. Avgust, 2018; Revidirana verzija 
prejeta in sprejeta: Avgust 24, 2018; Objavljeno na spletu: 4. September, 2018.  
 
Povzetek: Proizvodnja celuloznih nanofibril s postopkom homogenizacije je 
energetsko precej zahteven postopek. Porabo energije med fibrilacijo je mogoče bistveno 
zmanjšati s kemijsko pred-obdelavo celuloznih vlaken. Med najbolj uveljavljenimi 
kemijskimi postopki pred-obdelave je t.i. TEMPO oksidacija, s katero primarne hidroksilne 
skupine pretvorimo v karboksilne. Slaba stran tega postopka je, da je vmesna faza na primarni 
hidroksilni skupini tudi aldehidna skupina, ki je med glavnimi krivci za nastanek rjave 
diskoloracije TEMPO oksidirane celuloze med visokotemperaturnim sušenjem. V skrbi, da bi 
aldehidne skupine lahko povzročale tudi neželeno obarvanje hidrogelov, smo se odločili 
razviti postopek post-oksidacije aldehidnih skupin in njihovo konverzijo v karboksilne 
skupine. Običajni postopki post oksidacije aldehidov na TEMPO celulozi temeljijo na uporabi 
natrijevega klorita v kislem mediju. To je problematično z več vidikov, prvič zaradi nizkega 
pH in posledične protonacije karboksilnih skupin, drugič pa tudi z vidika porabe klorovih 
spojin, kar 340 mg/g. V tem prispevku smo proučevali možnost post oksidacije residualnih 
aldehidnih skupin s kalijevim peroksimonosulfatom oz. reagentom Oxone v bazičnem mediju. 
Postopek je v večji meri pretvoril rezudialne aldehide v karboksilne skupine v dobrih 
izkoristkih (80 %), s čimer se je izboljšala fibrilacija produkta ter tudi termična in barvna 
stabilnost TEMPO oksidiranih celuloznih vlaken.    
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2.3 STABILNI NANOCELULOZNI GELI PRIPRAVLJENI Z ZAMREŽEVANJEM 
POVRŠINSKO NABITIH CELULOZNIH NANOFIBRIL Z DI- IN 
TRIJODOALKANI 
 
Jaka Levanič, Martin Gericke, Thomas Heinze, Ida Poljanšek, Primož Oven 
Cellulose, Published online: 2019 
DOI: 10.1007/s10570-019-02947-3 
Prejeto v postopek recenzije: 8 Julij 2019 / Sprejeto v objavo: 17 December 2019 
 
Povzetek: V članku je opisana nova metoda za izdelavo premreženih nanoceluloznih 
hidrogelov, ki temelji na reakciji deprotonirane karboksilne skupine na TEMPO oksidirani 
celulozi z jodiranimi alkani v reakciji SN2 nukleofilne substitucije. TEMPO oksidirano 
celulozo smo zamreževali s tremi različnimi jodiranimi alkani in spremljali kinetiko nastanka 
stabilnih hidrogelov v odvisnosti od zamreževala. Nastale stabilne gele smo karakterizirali s 
poudarkom na reoloških, mehanskih in kemijskih lastnostih. Mehanizem nastanka stabilnega 
gela je v osnovi v povezovanju celuloznih nanofibril z alifatskimi ogljikovimi mostički preko 
estrske vezi. Zaradi reaktivnost jodiranih alkanov je reakcija hitra, nastali geli pa imajo 
odlične mehanske lastnosti ob upoštevanja izjemno nizkega deleža celuloznih nanofibril v 
končnem produktu (0,5 ut.%). 
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2.4 NAVZEM IN SPROŠČANJE KLORHEKSIDIN DIGLUKONATA IZ Z 
ALKANI ZAMREŽENIH NANOCELULOZNIH HIDROGELOV IN 
POSLEDIČNI ANTIMIKROBNI UČINEK 
 
Jaka Levanič, Ida Poljanšek, Viljem, Vek, Mojca Narat, Primož Oven 
BioResources 15(2), 3458-3472 
DOI: 10.15376/biores.15.2.3458-3472 
Prejeto: Avgust 14, 2019; Recenzija zaključena: November 9, 2019; Popravljena verzija 
prejeta: Februar 10, 2020; Sprejeto: Marec 17, 2020; Objavljeno; Marec 27, 2020.  
 
Povzetek: Z jodiranimi alkani premreženim hidrogelom smo v sklopu tega članka 
določili citotoksične lastnosti ter ugotavljali proces sproščanja in učinek klorheksidin 
diglukonata (CHX-DG) na rast bakterije Staphyllococcus aureus. Z alkani zamreženi 
hidrogeli niso izkazali citotoksičnega karakterja kar pomeni, da ugodno vplivajo na rast in 
proliferacijo testirane fibroblastne celične linije, vendar pa ima dodatek CHX-DG negativen 
vpliv na preživetje celic.  Vsi trije hidrogeli so bili sposobni zadrževati večje količine 
antiseptika ter ga deloma sproščati po difuziji prvega reda. Kljub dejstvu, da je večji delež 
CHX-DG ostal ujet v strukturi hidrogela, je le ta ohranjal antiseptično delovanje. Sklepamo 
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3 RAZPRAVA IN SKLEPI 
3.1 RAZPRAVA 
Skladno z zastavljenimi cilji doktorske disertacije je razprava ločena na tri med seboj 
povezana poglavja. Prvo poglavje obravnava problematiko rezidualnih aldehidnih skupin na 
TEMPO oksidirani celulozi in njihovo konverzijo v višje oksidacijsko stanje s postopkom t.i. 
post oksidacije. Drug del razprave se nanaša na nastanek z alkani zamreženih nanoceluloznih 
hidrogelov ter njihovo karakterizacijo. V zadnjem delu pa je razprava posvečena uporabi z 
alkani zamreženih hidrogelov v kombinaciji z antiseptikom.  
 
3.1.1 Post oksidacija tempo modificirane celuloze 
Ob pričetku eksperimentalnega dela smo izhajali iz predpostavke, da bi prisotnost 
rezidualnih aldehidov, ki nastanejo med TEMPO oksidacijo, lahko vodila do ireverzibilne in 
nezaželene diskoloracije hidrogelov. Zato smo se odločili, da poskusimo aldehide spremeniti 
v karboksilne skupine v bazičnem reakcijskem mediju, ki bi ohranjal površinski naboj na 
TEMPO celuloznih vlaknih. Za konverzijo aldehidov na TEMPO celulozi obstaja postopek z 
uporabo natrijevega klorita, vendar se le ta izvaja v kislem mediju, kar pomeni da se 
karboksilne skupine na TEMPO celulozi protonirajo, kar poslabša fibrilacijo materiala med 
visokotlačno homogenizacijo. Reagent kalijev peroksimonosulfat je močan oksidant, ki je bil 
večkrat uporabljen za konverzijo aldehidov v karboksilne skupine (Gandhari in sod., 2007; 
Travis in sod., 2003; Webb in Ruszkay, 1998). V sklopu doktorske disertacije smo preverjali 
ali je možno rezidualne aldehide na TEMPO celulozi pretvoriti v karboksilne skupine ter 
hkrati ohraniti površinski naboj, povečati termično stabilnost in nenazadnje tudi ohraniti ali 
celo izboljšati fibrilabilnost materiala. Eksperiment smo izvajali pri treh različnih 
temperaturah, 22°C, 40°C in 70°C ter tudi pri različnih dodatkih kalijevega 
peroksimonosulfata, preračunano na gram TEMPO celuloze, in sicer 100, 200 in 300 mg/g, in 
različnih časih (2, 4, 6 in 8 h). V prvi fazi smo sledili navodilom, ki so jih opisali Webb in 
Ruszkay (1998), kjer oksidacija poteka z dimetil dioksiranom, ki ga sintetiziramo in situ v 20 
% raztopini acetona v 0,1 M raztopini natrijevega bikarbonata v vodi. Reakcija ni dala želenih 
rezultatov, zato smo postopek poenostavili in reakcijo vodili v bikarbonatnem pufru s pH 8 
brez prisotnosti acetona. Ugotovili smo, da je reakcija dala želene rezultate, saj sta se povečali 
vsebnost karboksilnih skupin in termična stabilnost produkta. Izkoristek reakcije je bil močno 
odvisen od reakcijskih pogojev, predvsem od temperature, manj pa od časa in dodatka 
kalijevega peroksimonosulfata (Slika 11). Potrebno je tudi omeniti, da identičen postopek s 
kalijevim peroksimonosulfatom v bikarbonatnem pufru, izveden na nativnih celuloznih 
vlaknih ni povečal vsebnosti karboksilnih skupin na celulozi, vrednost je namreč bila < 0,05 
mmol/g, kar je enako kot pri začetnem materialu, sulfitni celulozi.  
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Slika 11: Graf prikazuje učinkovitost postopka post oksidacije s kalijevim peroksimonosulfatom v odvisnosti od 
več parametrov: količine dodatka KPMS na gram celuloznih vlaken, temperature in časa reakcije. Rdeča črta 
predstavlja bazno vrednost karboksilnih skupin kot smo jo dobili po TEMPO oksidaciji. Modra črta predstavlja 
največjo možno dosegljivo vrednost karboksilnih skupin, kot je dobljena s postopkom s post oksidacijo z 
natrijevim kloritom v acetatnem pufru (Levanič in sod., 2018).  
Figure 11: The graph presents the efficiency of the post oxidation procedure using potassium peroxymonosulfate 
with dependence on several parameters: the peroxymonosulfate loading, temperature and reaction time. The red 
line presents the base carboxylic group value as obtained after TEMPO oxidation. The blue line presents the 
maximum attainable carboxylic group value as obtained by the standardized sodium chlorite in an acetate buffer 
procedure (Levanič in sod., 2018). 
Vsebnost karboksilnih skupin na vhodnem materialu, TEMPO oksidirani celulozi, je 
bila 1,43 mmol/g, kar smo vzeli kot bazno vrednost. Po standardiziranem postopku post 
oksidacije z natrijevim kloritom, ki omogoča 100 % konverzijo aldehidov v karboksilne 
skupine, smo določili zgornjo mejo karboksilnih skupin, in sicer 1,70 mmol/g. Post oksidacija 
s kalijevim peroksimonosulfatom je bila v vseh primerih nekoliko slabša kot post oksidacija s 
kloritom, vendar smo v najboljšem primeru dosegli vrednosti karboksilnih skupin okoli 1,60 
mmol/g. Med eksperimentom se je pokazala močna odvisnost oksidacijske reakcije od 
temperature, saj se je izkazalo da je srednja temperatura, 40°C, bolj primerna za izvajanje 
reakcije kot nižja ali višja. Pri nižji temperaturi reakcije, 22°C, smo dosegli zelo podobne 
vrednosti karboksilnih skupin kot pri reakciji, ki je bila vodena pri 70°C. Reakcija namreč 
teče počasneje pri nižjih temperaturah. Slabši izkoristek reakcije pri 70°C bi teoretično lahko 
pripisali nestabilnosti reagentov pri višjih temperaturah in ob prisotnosti alkalnih spojin. Pri 
višjih temperaturah in v alkalnem mediju namreč kalijev peroksimonosulfat prične hitro 
izgubljati svoje oksidativne lastnosti zaradi razpada (DuPont, 2008). Posledično je izkoristek 
reakcije slabši pri višjih temperaturah. Cilj post oksidacije s kalijevim peroksimonosulfatom 
je bil med drugim tudi izboljšanje oziroma ohranitev dobre fibrilabilnosti TEMPO oksidirane 
celuloze. Izboljšanje oziroma ohranitev tega parametra je direktno vezana na prisotnost ali 
odsotnost površinskega naboja na TEMPO oksidirani celulozi. Znano je namreč, da so 
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elektrostatske repulzivne sile med fibrilami in vlakni ključne za dobro fibrilacijo materiala in 
stabilnost koloidnega sistema. Površinski naboj pa je direktno vezan na pH medija v katerem 
se entiteta nahaja. V primeru TEMPO celuloze je torej kisel medij skrajno nezaželen zaradi 
protonacije karboksilnih skupin in izničitve površinskega naboja. S postopkom post oksidacije 
v natrijevem kloritu žal ta naboj izničimo in tako močno poslabšamo fibrilacijo (Slika 12, 
viala 4). V primeru post oksidacije s kalijevim peroksimonosulfatom pa se oksidacija izvaja v 
rahlo bazičnem mediju pri pH 8.0. Posledično ostajajo deprotonirane karboksilne skupine v 
njihovi nespremenjeni obliki, novo nastale karboksilne skupine pa se deprotonirajo v obliko 
R-COO- Na+, kar pozitivno vpliva na fibrilacijo celulozne surovine (Slika 12, viala 5). 
Primarni mehanizem za lajšanje fibrilacije so t.i. elektrostatske odbojne sile med 
individualnimi fibrilami. To zagotavlja predvsem dobre fibrilacijske lastnosti materiala ter 
preprečuje, da bi v disperziji prišlo do koalescence (približevanja/združevanja) fibril v večje 
agregate. Disperzije TEMPO oksidiranih celuloznih nanofibril tako veljajo za izjemno 
stabilne koloide in do ločitve faz ne pride dokler ohranjamo prisotnost negativnega naboja na 
površini fibril. 
 
Slika 12: Trend izboljšane fibrilacije je opazen predvsem v povečevanju viskoznosti disperzije in tudi njene 
presevnosti. Viala 1 vsebuje nikoli sušena sulfitna celulozna vlakna brez predobdelave. Viala 2 vsebuje s 
kalijevim peroksimonosulfatom tretirana vlakna, vendar peroksimonosulfat sam po sebi ne uvaja dodatnega 
naboja na vlakna/fibrile in posledično ne izboljša fibrilacije. Viala 3 vsebuje TEMPO modificirane celulozne 
nanofibrile, Viala 4 vsebuje TEMPO celulozo, ki je bila dodatno tretirana z natrijevim kloritom. Viala 5 vsebuje 
TEMPO celulozo, dodatno tretirano s kalijevim peroksimonosulfatom.  
Figure 12: An increase in viscosity and dispersion transparency indicates better fibrillation yields. Vial 1 
contains a homogenized dispersion of never dried and non-pretreated sulfite pulp. Vial 2 contains a homogenized 
dispersion of potassium peroxymonosulfate treated sulfite pulp, this procedure does not impart an surface charge 
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to the fibers and has thus no influence on fibrillation. Vial 3 contains a homogenized sample of standard TEMPO 
oxidized pulp. Vial 4 contains a homogenized sample of standard TEMPO oxidized pulp that has been treated 
with sodium chlorite. The final vial, No. 5, contains a homogenized sample of TEMPO oxidized pulp that has 
been additionally treated with potassium peroxymonosulfate.  
Ugoden učinek post-oksidacije na fibrilacijo materiala je mogoče potrditi tudi z 
analizo fibriliranega produkta. Centrifugiranje produkta 10 minut pri 7000 rcf (relativna 
centrifugalna sila) namreč učinkovito loči nano produkt, ki ostane v supernatantu, ter slabše 
fibrilirana celulozna vlakna in makrofibrile, ki se odložijo v usedlini (Mishra in sod., 2012). 
Posamezne faze smo ločili, določili vsebnost suhe snovi v vsaki fazi (s sušenjem pri 105°C do 
konstantne mase) ter vrednosti preračunali glede na začetno stanje suhe snovi v disperziji. 
Kontrolni vzorec oz. nikoli sušena in neobdelana celuloza vlakna zahtevajo velik vložek 
energije za njihovo fibrilacijo. Tako je bil delež fibriliranega produkta po treh prehodih nikoli 
sušene neobdelane celuloze skozi homogenizator, pri 1x 500 in 2x 1000 barih, le dobrih 8 %. 
Za primerjavo, že po prvi homogenizaciji TEMPO oksidirane celuloze je bil delež 
fibriliranega produkta skoraj 40 %. Po dodatnih prehodih skozi homogenizator ločitve faz ni 
bilo več možno opaziti, zato sklepamo, da je fibrilacija blizu 100 %. Vzorec TEMPO 
celuloze, dodatno obdelan s kalijevim peroksimonosulfatom, je bil že po prvem prehodu skozi 
homogenizator pri 500 barih dovolj fibriliran, da do ločitve faz ni prišlo. Iz tega sklepamo da 
je izkoristek fibrilacije skoraj 100 %. V primeru dodatne obdelave TEMPO celuloze s kislo 
raztopino natrijevega klorita pa pride do slabšega izkoristka fibrilacije po enem prehodu skozi 
homogenizator pri 500 barih, saj je bilo fibriliranega le okoli 18 % materiala. Fibrilacija se po 
več prehod izboljša, saj dosežemo praktično 100 % izkoristek. Kljub temu, da do ločitve faz 
ni prišlo in je potemtakem fibrilacija blizu 100 %, pa so optične lastnosti disperzije slabše. 
Glede na prosojnost disperzije lahko sklepamo, da so prisotni večji delci, ki bolj intenzivno 
sipajo svetlobo (Slika 12, viala 4). 
  
Levanič J. 2020. Razvoj hidrogelov … na osnovi celuloznih nanofibril. 82 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
 
Preglednica 1: Fibrilacijska analiza disperzij s centrifugo pri 7000 rcf. Izkoristek fibrilacije predstavlja delež 
materiala ki je ostal v supernatantu. V primeru 100 % izkoristka, separacije faz nismo opazili in se smatra, da je 
večinski delež materiala fibriliran do velikosti kjer je vsaj ena dimenzija nano velikostnega ranga (Levanič in 
sod., 2018). 
Table 1: Fibrillation yield analysis performed by centrifuging homogenized dispersions at 7000 rcf. The 
fibrillation yield is presented as a percentage of the total material that stays suspended in the supernatant. At 100 
% fibrillation yield, no phase separation could be observed and it is considered that the majority of the material 





(< 0,05 mmol/g) 




KHSO5         
(1,42 mmol/g) 
TEMPO celuloza 
obdelana z NaClO2 
(1,49 mmol/g) 
Prehod Izkoristek fibrilacije 





100% 18,21% (+/- 0,43%) 
2 (1000 bar) 
8,12% (+/- 
1,01%) 
100% 100% 100% 
3 (1000 bar) 
8,61% (+/- 
1,03%) 
100% 100% 100% 
 
Fibrilacijske karakteristike celuloznih vlaken lahko direktno povežemo z vsebnostjo 
deprotoniranih karboksilnih skupin: višji kot je delež deprotoniranih karboksilnih skupin, 
boljši  je izkoristek fibrilacije in manjša je poraba energije za konverzijo vlaken v elementarne 
fibrile. Samo prisotnost karboksilnih (-COOH) skupin ne zagotavlja dobrih fibrilacijskih 
karakteristik celuloznih vlaken.  
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3.1.2 Zamreženje TEMPO modificarnih celuloznih nanofibril z jodiranimi alkani 
Z uporabo treh različnih zamreževal, t.j. trijodometana, 1,4-dijodobutana in 1,10-
dijododekana, smo poskušali vplivati na dinamiko nastanka stabilnega gela predvsem pa na 
končne reološke in mehanske lastnosti, kot so elastični modul in aksialna tlačna trdnost.  
Preliminarni preizkusi so pokazali, da multifunkcionalni jodirani alkani lahko delujejo kot 
dobra zamreževala za TEMPO oksidirane celulozne nanofibrile, ob predpostavki, da izberemo 
primerno topilo za izvedbo reakcije. V prvi fazi smo torej preizkušali različna topila, v katerih 
bi lahko izvajali reakcijo zamreževanja. Zaradi polarnega značaja TEMPO oksidirane 
celuloze smo se osredotočili na polarno aprotična topila, ki so v večji meri dobro 
kompatibilna s klasično mikrofibrilirano celulozo. Preizkusili smo sledeča topila: n,n,-
dimetilformamid (DMF), acetonitril, dimetilsulfoksid (DMSO), tetrahidrofuran (THF), aceton 
in terc-butanol (t-BuOH). Izkazalo se je, da TEMPO oksidirane celulozne nanofibrile (TCNF) 
v deprotonirani obliki niso kompatibilne s polarno aprotičnimi topili z izjemo DMSO. To se je 
pokazalo v homogeni distribuciji TCNF v DMSO. Ostala topila so v mešanicah z vodo, kjer je 
topilo predstavljajo delež večji od 40 % (v/v), tvorila s prostim očesom vidne agregate 
celuloznih fibril. Dobra kompatibilnost deprotonirane oblike TEMPO oksidiranih celuloznih 
nanofibril z DMSO je bila potrjena tudi v obsežnem pregledu literature (Okita in sod., 2011). 
TEMPO oksidirane celulozne nanofibrile pa izkazujejo tudi zanimivo lastnost v 
kombiniranem vodnem/DMSO mediju. Med ugotavljanjem zeta potenciala oz. stabilnosti 
koloidnega sistema se je pokazalo, da se zeta potencial TCNF spreminja v odvisnosti od 
deleža DMSO v kombiniranem topilu (Slika 13) 
 
Slika 13: Vrednosti zeta potencaiala (v mV) TEMPO celuloznih nanofibril TCNF v odvisnosti od deleža vode v 
kombiniranem topilu DMSO/H2O. Koncentracija TCNF v topilu je bila 0,035 ut.%. Absolultne vrednosti zeta 
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potenciala nad 30 mV nakazujejo na stabilno koloidno disperzijo kjer elektrostatske sile poskrbijo, da ne pride 
do ločitve faz oz. v primeru nanoceluloznih disperzij do koalescence (približevanja/združevanja) fibril.  
Figure 13: Zeta potential values (in mV) for TEMPO oxidized cellulose nanofibrils (TCNF) in relation to water 
content in a combined DMSO/H2O solvent. TCNF content was 0.035 -wt.%.Values above 30 mV indicate a 
stable colloidal system where electrostatic repulsion forces are sufficient to keep the colloidal particles in a 
stable dispersion and prevent coalescence.  
Pri deležih DMSO pod 40 % (v/v) opazimo povečanje negativnega zeta potenciala. S 
povečevanjem deleža DMSO nato pride do zmanjšanja negativne vrednosti in končno do 
ustalitve okoli 50 mV. Ugotovili smo, da mešanica DMSO in vode pri določenih 
koncentracijah deluje kot preferenčno topilo za natrijeve ione (Marcus, 2007). Sklepamo, da 
je večji absolutni zeta potencial posledica preferenčne solvatacije natrijevih ionov. Naknadni 
padec absolutne vrednosti zeta potenciala smo pripisali lastnostim DMSO kot topila, s 
povečevanjem deleža DMSO v kombiniranem topilu prične le to delovati kot sredstvo za 
nabrekanje celuloze (Heinze in sod., 2018). Z nabrekanjem namreč pričnemo pomikati strižno 
plast, na kateri merimo zeta potencial, stran od materiala, zaradi česar se izmerjena vrednost 
zmanjša. DMSO je hkrati tudi odlično topilo za nepolarne organske molekule, na primer za 
jodirane alkane, kar nam je omogočilo izvedbo reakcije zamreženja v mešanem vodno 
organskem mediju. Reakcijo med TEMPO oksidiranimi celuloznimi nanofibrilami in 
jodiranimi alkani smo izvajali v več molarnih razmerjih s čimer smo želeli preveriti kakšen 
vpliv ima razmerje reaktantov na kinetiko zamreževanja in reološke ter mehanske lastnosti. 
Preverili smo sledeča razmerja reaktantov (Preglednica 2). 
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Preglednica 2: Ramerja reaktantov (alkil jodid : -R-COO-), ki smo jih v sklopu doktorske disertacije 
eksperimentalno preverili.  
Table 2: Reactant ratios (alkyl iodide : R-COO-) which were tested in the scope of this dissertation.  
X-Link Oznaka vzorca 
Masno razmerje (X-link : 
R-COO-) [mg/mg] 
Molarno razmerje (X-













TIM-TCNF 1 20/250 0,16 : 1 
TIM-TCNF 2 40/250 0,33 : 1 
TIM-TCNF 3 80/250 0,66 : 1 
TIM-TCNF 4 160/250 1,32 : 1 
















DIB-TCNF 1 23/250 0,25 : 1 
DIB-TNCF 2 47/250 0,50 : 1 
DIB-TCNF 3 98/250 1,00 : 1 
DIB-TCNF 4 188/250 2,00 : 1 
















DID-TCNF 1 30/250 0,25 : 1 
DID-TCNF 2 60/250 0,50 : 1 
DID-TCNF 3 120/250 1,00 : 1 
DID-TCNF 4 240/250 2,00 : 1 
DID-TCNF 5 600/250 5,00 : 1  
 
Za izvedbo reoloških meritev smo vsako mešanico pripravili sproti in meritev izvajali 
na reometru v geometriji z imenom »dvojni stožec«. Reološke meritve nastajajočih gelov so 
pokazale na močan vpliv vrste zamreževala, saj je bila dinamika reakcije precej odvisna od 
tipa zamreževala. Oba linearna zamreževala sta gele tvorila relativno hitro, medtem ko je 
trijodometan deloval precej bolj počasi. Reakcije s trijodometanom je bilo potrebno izvajati 
24 ur, končni produkt pa je bil bistveno slabši od produktov, ki smo jih pridobili z ostalima 
dvema zamreževaloma (Slika 14). Zaradi reaktivnosti linearnih jodoalkanov, je bilo hitro 
formiranje gelov v skladu s pričakovanji, medtem ko je bilo počasnejše formiranja stabilnega 
gela s trijodometanom pripisujemo sterično precej zahtevni molekulski strukturi.  
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Slika 14: Časovna dinamika razvoja G' v mešanicah TCNF brez zamreževala in z različnimi zamreževali. 
Disperzija TCNF (A), ne tvori stabilnih struktur. Viskoznost se sčasom le malenkostno zniža zaradi prilagajanja 
fibril določenemu oscilirajočem gibanju testirne geometrije. Trijodometan (TIM-TCNF, B) deluje kot 
najpočasnejše zamreževalo in dosega bistveno nižje vrednosti elastičnega modula kot ostala dve zamreževali. 
Linearna alkana, formulacije DIB-TCNF (C) in DID-TCNF (D), imata podobno dinamiko zamreževanja in 
primeljive vrednosti G'  (Levanič in sod., 2019a).   
Figure 14: Time dependent evolution of G' in gel forming dispersions of TCNF without and with different 
crosslinkers. The neat TCNF dispersion (A), does not form a stable gel structure. The viscosity is only slightly 
reduced over time due to the fibrils getting accustomed to oscillatory movements of the testing geometry. 
Triiodomethane (TIM-TCNF, B) acts as the slowest and worst crosslinker, producing gels that have a 
significantly lower elastic modulus than the other two crosslinkers. The linear crosslinker formulation DIB-
TCNF (C) and DID-TCNF (D) have a similar crosslinking dynamic and the achieved elastic module are also 
similar (Levanič et al., 2019a).  
V primeru struktur, ki zamrežujejo, se običajno določa točko tan(δ). Le ta predstavlja 
čas pri katerem je G' = G''. Gre za točko želiranja kjer material dobi bolj elastični (G') kot 
viskozni (G'') karakter. V našem primeru se je to zgodilo zelo zgodaj, po nekaj minutah, in ne 
predstavlja relevantne vrednosti za karakterizacijo materiala, saj je vrednost G' konstantno 
naraščala. Tako smo dobljene krivulje grafično obdelali in jim določili t.i. saturacijsko točko,  
ki upošteva dva karakteristična dela krivulje, hitro naraščanje ter ustalitev vrednosti G' (Slika 
15) 
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Slika 15: Metoda določanja saturacijske točke. Iz presečišča tangent dveh karakterističnih delov krivulje lahko 
določimo doseženo vrednost G' po določenem času.  
Figure 15: Method for determining the saturation point. From the intersection of the tangents of the two 
characteristic parts of the curve it is possible to determine the G' value at a certain time.  
Iz pridobljenih grafičnih podatkov smo tako lahko določili več reoloških lastnosti za vsako 
vrsto zamreženega gela (Preglednica 3). 
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Preglednica 3: Parametri nastanka zamreženih nanoceluloznih gelov, pridobljeni iz reoloških meritev. 
Saturacijska točka je bila določena grafično z določitvijo presečišča dveh ločenih faz nastanka stabilne strukture, 
t.j. hitre rasti G' in stabilizacije vrednosti G'. Posledično ni bilo možno določiti saturacijske točke TIM-TCNF 
gelom zaradi oblike krivulje G'. S podobnim problemom smo se srečali tudi pri DIB- in DID-TCNF, vendar le 
pri najnižih molarnih razmerjih reaktantov.  
Table 3: Nanocellulose gel formation parameters obtained from rheological measurements. Saturation point was 
determined from the intersection of two characteristic phase tangents, i.e. the rapid increase of G' and the 
stabilized value of G'. As a result, we were unable to determine the saturation point for the TIM-TCNF gels as 




































0,16:1 - 0,019b 0,004b 1,470 0,210b 
0,33:1 - 0,038b 0,004b 1,560 0,120b 
0,66:1 - 0,088b 0,007b 1,350 0,074b 
1,32:1 - 0,128b 0,008b 1,685 0,059b 




















0,25:1 - 0,213c 0,034c 1,532 0,048c 
0,50:1 73,43 1,363 0,041 1,299 0,030 
1,00:1 50,54 2,694 0,062 1,662 0,023 
2,00:1 41,72 2,896 0,069 1,596 0,024 




















0,25:1 - 0,154c 0,009c 1,540 0,056c 
0,50:1 82,55 1,378 0,041 1,580 0,031 
1,00:1 60,50 2,708 0,063 1,183 0,024 
2,00:1 56,30 2,675 0,069 1,658 0,023 
5,00:1 47,85 2,919 0,069 1,676 0,024 
a molarno razmerje 
b G', G'' in saturacijska točka so bili določeni po 24 urah, saj grafična določitev ni bila možna 
c tan(δ) je bil določen iz razmerja G' in G'' po 24 urah 
Gelom, zamreženim s trijodometanom, nismo uspeli določiti saturacijske točke, ker 
krivulja G' ni imela karakterističnih dveh faz (Slika 14), torej faze hitrega narašanja G' ter faze 
kjer se vrednosti G' ustalijo. Vrednost G' je namreč naraščala skozi celoten poskus in bi 
verjetno še dlje, če poskusa nebi prekinili. V tem primeru smo vzeli G' in G'' vrednosti ob 
koncu poskusa, po 24 urah. Linearni zamreževali, 1,4-dijodobutan in 1,10-dijododekan, sta 
potrebovali bistveno krajše čase za nastanek stabilnih gelov. Reakcije v primerih linearnih 
zamreževal smo vodili samo 2 uri pri 90°C in ugotovili, da je, sicer v odvisnosti od 
zamreževala in njegove koncentracije, maksimalna vrednost G' dosežena že po okoli 60 
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minutah ali manj. Trijodometan, kot najpočasnejše zamreževalo, je dosegalo najnižje 
vrednosti G', od 0,019 kPa do 0,637 kPa. Linearna zamreževala na drugi strani so že pri 
najnižjih koncentracijah dosegla vrednosti 0,213 in 0,154 kPa (za DIB in DID). Najvišji 
koncentraciji DIB in DID sta dosegli vrednosti G' med 2,9 in 3,0 kPa vendar pa v nobenem 
primeru ne gre za bistveno višje vrednosti kot v primeru srednjih koncentracij. Bistveno večja 
poraba zamreževala ne upraviči samo malenkostnega izboljšanja elastičnega modula (G'). 
Gelom smo izračunali tudi vrednosti tan(δ), ki se uporablja kot orientacijska vrednost za 
določevanje ali ima material bolj elastične ali bolj viskozne lastnosti. Gre za razmerje med G'' 
in G'. Vrednost tan(δ) > 1 pomeni, da ima material bolj viskozne lastnosti in gre v bistvu za 
viskozno kapljevino, tan(δ) < 1 pomeni da ima material bolj elastične karakteristike, torej gre 
za neko stabilno obliko materiala, ki se bo kljub deformaciji po zaključku delovanja sile 
povrnil v začetno stanje. Manjša kot je vrednost tan(δ) bolj elastičen je material. Na področju 
nanoceluloznih gelov in hidrogelov stremimo k čim nižjim vrednostim tan(δ). Vsi hidrogeli, 
ki smo jih analizirali v sklopu te disertacije dosegajo vrednosti tan(δ), ki so bistveno nižje od 
1, v večini primerov gre za vrednosti med 0,02 in 0,05. Iz tega lahko sklepamo da imamo 
opravka z zamreženim in elastičnim materialom (Murata, 2012). Pred-formirane gele smo 
podvrgli tudi testu naraščajoče deformacije (amplitude sweep), ki pri frekvenci 1 Hz 
logaritmično povečuje deformacijo z namenom porušitve gela in določitve največje možne 
strižne deformacije (Slika 16).  
 
Slika 16: Graf porišitvenih strižnih deformacij za posamezn gele. TCNF disperzija (A), TIM-TCNF (B), DIB-
TCNF (C) in  DID-TCNF (D). V vseh primerih je prišlo do sunkovite porušitve, ko je oscilacija pri frekvenci 1 
Hz presegla določen odmik od nevtralne pozicije. S povečevanjem razmerja reaktantov je prišlo tudi do 
zmanjševanja kritične deformacije, predvidevamo, da zaradi gostejše premreženosti.  
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Figure 16: Amplitude sweep graphs present the total possible deformation for each gel type. TCNF dispersion 
(A), TIM-TCNF (B), DIB-TCNF (C), and DID-TCNF (D). In all stable gel cases the rupture was sudden when 
the deformation at 1 Hz exceeds the deformation capability of the gels. By increasing the crosslinker ratios a 
decrease in critical deformation was observed, possibly due to denser crosslinking.  
Iz grafičnih podatkov smo nato lahko določili kritično deformacijo, pri kateri je prišlo 
do porušitve 3D prepletene strukture (Preglednica 4).  
Preglednica 4: Maksimalne dosežene vrednosti strižne deformacije pred porušitvijo strukture stabilnega gela v 
odvisnosti od razmerja reaktantov. S povečevanjem deleža zamreževalca je v vseh primerih opazen trend 
zniževanja kritične deformacije. Iz tega sklepamo, da pri višjih koncentracijah zamreževalca dobimo močneje 
premreženo fibrilarno strukturo, ki je sicer zmožna prenašati večje sile, vendar ob manjših deforacijah. Nastali 
geli so bolj togi.  
Table 4. The highest shear ruptures deformation in relation to reactant ratio. Increasing the amount of crosslinker 
decreases the total deformation prior to structural collapse. Increasing the crosslinker amount thus appears to 
result in a more highly crosslinked gel that can withstand higher shear forces however at a smaller deformation. 
The resulting gels are stiffer.  





























































Kljub relativno slabim lastnostim gelov, zamreženih s trijodometanom, se je pokazal 
trend padanja kritične deformacije v odvisnosti od molarnega razmerja zamreževala in 
deprotonirane karboksilne skupine. Večji delež zamreževala je v vseh primerih pomenil 
zmanjševanje kritične deformacije, kar nakazuje na bolj zamreženo strukturo. Le ta je 
sposobna prenesti večje sile vendar ob sorazmerno manjših deformacijah. Na primerih DIB-
TCNF in DID-TCNF pa je razlika med posameznimi vzorci še bistveno bolj očitna. Vzorca z 
najnižjim razmerjem zamreževala imata kritično deformacijo kar 1,93 in 1,77, vendar se le ta 
zmanjša na 0,52 in 0,35, če povečamo razmerje zamreževala na 5,00:1. V primeru daljšega 
zamreževala, DID-TCNF, je bilo pričakovanje, da bo daljša veriga omogočila večje 
deformacije. Rezultat je bil v nasprotju s pričakovanji. Vrednosti kritične deformacije med 
DIB-TCNF in DID-TCNF niso bistveno različne. Rezultat je bil v nasprotju s pričakovanji, 
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saj je bilo predvidevanje, da bo daljša veriga zamreževalca (DID-TCNF) delovala na način, da 
bi omogočila večje kritične deformacije zaradi fleksibilnosti daljše alifatske verige. Glede na 
rezultate predvidevamo da razlika med 1,4-dijodobutanom in 1,10-dijododekanom ni zadostna 
za uvedbo te variabilnosti. Predvidevamo, da bi bilo za merljive razlike bolje uporabiti 
bistveno daljše verige zamreževala, na primer z jodom terminirane polimerne verige.  
Predformirane gele smo testirali tudi po t.i. frekvenčni vrsti (frequency sweep) kjer gel 
strižno oscilatorno deformiramo pri konstantni deformaciji ob spreminjajoči se frekvenci 
obremenitve (Slika 17) 
 
 
Slika 17: Frekvenčni testi disperzije in zamreženih gelov. Disperzija se obnaša kot viskoelastičen material, 
kateremu se povečuje elastični modul G' ob zviševanju frekvence testiranja. Zamrežene strukture na drugi strani, 
imajo elastični modul G' neodvisen od frekvence testiranja, kar je značilno za elastične materiale (tanδ << 1). 
Disperzija TCNF (A), TIM-TCNF (B), DIB-TCNF (C) in DID-TCNF (D). 
Figure 17: Frequency sweeps of a TCNF dispersion and crosslinked gels. The dispersion behaves as a 
viscoelastic material where G' is dependent on testing frequency. The crosslinked structures on the other hand 
exhibit a G' that is independent of testing frequency, which is typical behavior for highly elastic crosslinked 
materials with a tanδ << 1. TCNF dispersion (A), TIM-TCNF (B), DIB-TCNF (C) and DID-TCNF (D). 
Za nezamrežene viskozne materiale je značilno, da jim elastični in viskozni modul ob 
naraščanju frekvence obremenjevanje naraščata To je opazno na nezamreženi disperziji. Na 
zamreženih vzorcih, neodvisno od tipa gela, lahko opazimo neodvisnost elastičnega modula 
G' od frekvence obremenjevanja. V območju od 0,1 Hz do 50 Hz je G' konstanten, kar potrdi,  
da se geli obnašajo kot trden in elastičen material (Lin-Gibson in sod., 2003). Mehanske 
lastnosti smo določevali z lateralno neomejenim aksialnim tlačnim preizkusom, kjer smo 
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vzorce premera 20 mm in višine 8 mm obremenjevali s hitrostjo 1 mm/min do njihove 
porušitve. Iz grafičnih podatkov smo določili parametre, predstavljene v preglednici 5.  
Preglednica 5: Mehanske lastnosti stabilnih nanoceluloznih gelov, določene z lateralno neomejenim tlačnim 
preizkusom.  
























0,16:1 -a -a -a 
0,33:1 -a -a -a 
0,66:1 -a -a -a 
1,32:1 4,45 (+/- 0,11) 9,92 (+/- 0,10) 43,14 (+/-4,11) 


















) 0,25:1 5,10 (+/- 0,30) 8,65 (+/- 0,30) 51,90 (+/- 1,48) 
0,50:1 13,14 (+/- 1,64) 
13,14 (+/- 
2,06) 
48,40 (+/- 2,75) 
1,00:1 16,33 (+/- 0,35) 
32,34 (+/- 
5,17) 
46,05 (+/- 2,44) 
2,00:1 19,02 (+/- 1,07) 
37,32 (+/- 
3,62) 
44,83 (+/- 2,19) 
5,00:1 18,30 (+/- 0,94) 
36,17 (+/- 
3,14) 
















0,25:1 4,23 (+/- 0,38) 6,73 (+/- 0,66) 51,02 (+/- 3,62) 
0,50:1 12,08 (+/- 0,80) 
22,31 (+/- 
1,41) 
51,56 (+/- 0,48) 
1,00:1 13,32 (+/- 0,34) 
23,45 (+/- 
0,74) 
51,34 (+/- 1,15) 
2,00:1 11,98 (+/- 0,44) 
24,14 (+/- 
2,37) 
47,01 (+/- 2,00) 
5,00:1 9,80 (+/- 0,19) 
20.12 (+/- 
1,31) 
47,27 (+/- 1,70) 
a: Stabilnost materiala ni bila zadostna, da bi bilo možno pripraviti vzorce za preizkus 
S trijodometanom premreženi geli v prvih treh razmerjih reaktantov niso dali dovolj 
stabilnih vzorcev, s katerimi bi lahko manipulirali. Preostalim vzorcem smo uspešno določili 
tlačno porušitveno trdnost, elastični modul in porušitveno deformacijo. Porušitvena 
deformacija je vrednost v %, pri kateri tlačna sila doseže 70 % največje dosežene 
obremenitve. V vseh vzorcih smo opazili trend naraščanja tlačne porušitvene trdnosti in 
elastičnega modula linearno s povečevanjem koncentracije zamreževala. V vzorcih z najvišjo 
koncentracijo zamreževala je celo prišlo do malenkostnega zmanjšanja tako tlačne trdnosti kot 
elastičnega modula. Porušitvena deformacija se je s povečevanjem koncentracije zamreževala 
nekoliko zmanjšala. Predvidevamo, da je to posledica nastanka bolj gosto premrežene 
strukture, in je v skladu tudi z reološkimi meritvami, ki kažejo na zmanjšanje največje strižne 
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deformacije pred tlačno porušitvijo. Za mehansko analizo smo analizirali po 10 vzorcev za 
vsak tip gela. S pridobljenimi podatki smo nato opravili tudi statistično analizo in analizirali 
razlike med posameznimi razmerji reaktantov ter geli, ki nastanejo pri posameznih razmerjih. 
(Preglednice 6, 7 in 8). Predvsem se je pokazalo, da lahko z različnimi zamreževali dosegamo 
zelo podobne lastnosti gelov.  
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Preglednica 6 Statistično značilne razlike med vrednostmi porušitvene trdnosti. Vrednosti, ki so bile primerjane po Tukeyevi HSD analizi so bila povprečja 7 meritev za vsak 
posamezen tip gela.  
Table 6: Statistically significant differences among yield strength of the gels using Tukeys’ HSD analysis. Data sets that were analyzed were the averages of 7 measurements 
per gel sample. 
 DIB C1 DIB C2 DIB C3 DIB C4 DIB C5 DID C1 DID C2 DID C3 DID C4 DID C5 TIM C4 TIM C5 
DIB C1             
DIB C2 0,0000            
DIB C3 0,0000 0,0001           
DIB C4 0,0000 0,0000 0,0008          
DIB C5 0,0000 0,0000 0,0491 0,9806         
DID C1 0,9529 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000        
DID C2 0,0000 0,7968 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000       
DID C3 0,0000 1,0000 0,0001 0,0000 0,0000 0,0000 0,5923      
DID C4 0,0000 0,6972 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 1,0000 0,4796     
DID C5 0,0000 0,0001 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0097 0,0000 0,0161    
TIM C4 0,9957 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,9999 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000   
TIM C5 0,0000 0,9850 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,9999 0,9299 0,9998 0,0013 0,0000  
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Preglednica 7 Statistično značilne razlike med vrednostmi Youngovega modula. Vrednosti, ki so bile primerjane po Tukeyevi HSD analizi so bila povprečja 7 meritev za vsak 
posamezen tip gela. 
Table 7: Statistically significant differences among values of Young’s modulus of the gels using Tukeys’ HSD analysis. Data sets that were analyzed were the averages of 7 
measurements per gel sample. 
 DIB C1 DIB C2 DIB C3 DIB C4 DIB C5 DID C1 DID C2 DID C3 DID C4 DID C5 TIM C4 TIM C5 
DIB C1             
DIB C2 0,0000            
DIB C3 0,0000 0,0078           
DIB C4 0,0000 0,0000 0,1059          
DIB C5 0,0000 0,0000 0,4386 0,9998         
DID C1 0,9879 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000        
DID C2 0,0000 0,5460 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000       
DID C3 0,0000 0,9329 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,9998      
DID C4 0,0000 0,9946 0,0002 0,0000 0,0000 0,0000 0,99214 0,9999     
DID C5 0,0000 0,0289 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,9673 0,6499 0,3625    
TIM C4 0,9997 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,7058 0,0000 0,0000 0,0000 0,0001   
TIM C5 0,0000 0,3996 0,9143 0,0008 0,0095 0,0000 0,0008 0,0094 0,0343 0,0000 0,0000  
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Preglednica 8 Statistično značilne razlike med vrednostmi porušitvene deformacije. Vrednosti, ki so bile primerjane po Tukeyevi HSD analizi so bila povprečja 7 meritev za 
vsak posamezen tip gela. 
Table 8: Statistically significant differences among values of rupture deformation of the gels using Tukeys’ HSD analysis. Data sets that were analyzed were the averages of 7 
measurements per gel sample. 
 DIB C1 DIB C2 DIB C3 DIB C4 DIB C5 DID C1 DID C2 DID C3 DID C4 DID C5 TIM C4 TIM C5 
DIB C1             
DIB C2 0,3929            
DIB C3 0,0059 0,8863           
DIB C4 0,0002 0,3620 0,9993          
DIB C5 0,0020 0,7179 1,0000 0,9999         
DID C1 0,9999 0,8002 0,0391 0,0028 0,0155        
DID C2 1,0000 0,5524 0,0126 0,0007 0,0046 0,9999       
DID C3 0,9999 0,6617 0,0205 0,0013 0,0076 1,0000 1,0000      
DID C4 0,0449 0,9977 0,9999 0,9312 0,9976 0,2032 0,0842 0,1239     
DID C5 0,0727 0,9996 0,9993 0,8639 0,9900 0,2899 0,1304 0,1858 1,0000    
TIM C4 0,0000 0,0217 0,6744 0,9890 0,8574 0,0000 0,0000 0,0000 0,2499 0,1720   
TIM C5 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0001  
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3.1.3 Določitev kemijske strukture zamreženim gelom 
Kemijsko strukturo zamreženih gelov smo analizirali z dvema metodama, s 13C 
CP/MAS NMR ter FT-IR. Vse vzorce smo pred analizo prečistili z acetonom ter jih 
vakuumsko posušili in zmleli v fin prah z analitskim krogličnim mlinom. Vzorce za NMR 
smo uporabili v tem stanju, medtem ko smo vzorce za FTIR dodatno zmleli z natrijevim 
bromidom, 200 mg NaBr ter 1 mg vzorca, ter stisnili prozorne diske. Vzorce za FTIR smo 
nato dodatno sušili pri 70°C in 0.1 mBar z namenom odstranitve vezane vode, ki je drugače 
na FTIR spektrih vidna kot močan trak pri 1640cm-1. Spektre FTIR smo normalizirali na 
vrednost 1027cm-1, saj le to predstavlja stabilno območje kjer se intenziteta trakov med 
dotično kemijsko modifikacijo ne spreminja. NMR spektre (slika 18) smo posneli samo za 
vzorce z najvišjim razmerjem reaktantov. NMR spektri nakazujejo na prisotnost alifatskih 
ogljikov, kar je vidno na signalih med 25 in 35 ppm, vendar je njihova koncentracija izjemno 
nizka. Dodatno je videti povečevanje amorfnega celuloznega signala pri 78 ppm. Iz tega 
sklepamo, da z uvajanjem alifatskih ogljikovih verig postopoma zmanjšujemo kristaliničnost 
končnega produkta. Povečanje amorfnega signala je najbolj vidno v primeru z 1,10-
dijododekanom zamreženega gela. Prisoten je tudi zelo širok signal okoli 170 ppm, ki pripada 
ogljikovem atomu, vezanem na kisik (C=O), vendar med pozicijami tega signala v začetnem 
materialu in vzorcih gelov ni bistvenih razlik.  
 
 
Slika 18: 13C CP/MAS NMR spektri začetnega materiala (TCNF) in liofiliziranih gelov, zamreženih z različnimi 
zamreževali. Opazimo lahko pojav alifatskih ogljikov med 25 in 35 ppm. Odsotnost DMSO smo zagotavljali s 
sušenjem liofiliziranega produkta v vakuumu pri 70°C zaradi visokega vrelišča in potenciala za motenje spektra, 
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saj ima značilen signal pri 39,5 ppm. Z uvajanjem alifatskih ogljikov lahko tudi opažamo povečanje amorfnega 
signala celuloze pri 80 ppm in manjšo intenzivnost kristaliničnega signala pri 84ppm. 
Figure 18: 13C CP/MAS NMR spectra of the starting material (TCNF) and freeze dried gel samples crosslinked 
with different crosslinkers. Aliphatic carbon peaks can be observed between 25 and 35 ppm. The absence of 
DMSO (peak at 39.5 ppm) was guaranteed by vacuum drying the samples at 70°C. Introduction of aliphatic 
carbons also increases the amorphous peak at 80 ppm and reduces the crystalline peak at 84 ppm.   
FT-IR spektre smo posneli za vse vzorce ter opazovali spreminjane karakteristik v 
odvisnosti od razmerja reaktantov. Na vseh primerih se opazi značilen trak za TEMPO 
oksidirane celulozne nanofibrile, 1605 cm-1, ki je značilen za prisotnost deprotonirane 
karboksilne skupine (Na+ protiion). Z dodajanjem jodiranih alkanov lahko opazimo 
zmanjšanje in premik tega traku na novo valovno število, 1740 cm-1, kjer se nahajajo 
karbonilne skupine. Protonirana oblika TEMPO celuloze ima tu prisoten trak pri 1725 cm-1, 
medtem, ko so trakovi v zamreženih gelih prisotni na 1740 cm-1 kar je značilno za celulozne 
estre (Heinze in sod., 2018). Prav tako se lahko pri nekaterih vzorcih, zamreženih z 
linearnima zamreževaloma opazi razcepljanje traku okoli 2900 cm-1, kjer se nahajajo C-H 
skupine. To cepitev vrha lahko pripišemo prisotnosti dodatnih alifatskih ogljikov, simetričnih 
in asimetričnih vibracij metilenskih skupin (Coates, 2006). Te cepitve traku okoli 2900 cm-1 
na drugi strani nismo opazili pri vzorcih, zamreženih s trijodometanom. Predvidevamo, da je 
to zaradi kemijske strukture zamreževala, saj ima prisoten le en ogljikov atom.  
 
Slika 19: FTIR spektri z 1,10-dijododekanom zamreženih TCNF gelov v odvisnosti od različnih molarnih 
razmerij. Opazi se premik traku, ki je značilen za karboksilatni anion (1605 cm-1) na valovno število 1740 cm-1, 
ki je značilno za C=O vibracije v estrski vezi. Dodatno lahko opazimo razcepljanje traku okoli 2900 cm-1 kar 
nakazuje na prisotnost alifatskih skupin v strukturi gela.  
Figure 19: FTIR spectra of 1,10-diiododecane crosslinked TCNF gel in relation to reactant ratios. A shift in the 
carboxylate anion band (1605 cm-1) to 1740 cm-1 can be observed, which indicates C=O bonds typical of esters. 
Additionally, a split band around 2900 cm-1 suggests the presence of additional aliphatic groups in the structure. 
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Slika 20: FTIR spektri z 1,4-dijodobutanom zamreženih TCNF gelov v odvisnosti od različnih molarnih 
razmerij. Opazi se premik traku, ki je značilen za karboksilatni anion (1605 cm-1) na valovno število 1740 cm-1, 
ki je značilno za C=O vibracije v estrski vezi. Dodatno lahko opazimo razcepljanje traku okoli 2900cm-1 kar 
nakazuje na prisotnost alifatskih skupin v strukturi gela. 
Figure 20: FTIR spectra of 1,4-diiodobutane crosslinked TCNF gel in relation to reactant ratios. A shift in the 
carboxylate anion band (1605 cm-1) to 1740 cm-1 can be observed, which indicates C=O bonds typical of esters. 
Additionally, a split band around 2900 cm-1 suggests the presence of additional aliphatic groups in the structure.  
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Slika 21: FTIR spektri s trijodometanom zamreženih TCNF gelov v odvisnosti od različnih molarnih razmerij. 
Opazi se premik traku, ki je značilen za karboksilatni anion (1605 cm-1) na valovno število 1740 cm-1, ki je 
značilno za C=O vibracije v estrski vezi. V nasprotju z ostalima dvema geloma, tu ni možno opaziti razcepljanja 
traku okoli 2900 cm-1, kar je posledica samo enega atoma ogljika v trijodometanu.  
Figure 21: FTIR spectra of triiodomethane crosslinked TCNF gels in relation to reactant ratios.  A shift in the 
carboxylate anion (1605 cm-1) to 1740 cm-1 can be observed, which indicates C=O bonds typical of esters. 
Contrary to the other two samples, no split band at 2900 cm-1 can be seen. Most likely due to the presence of a 
single carbon atom in the crosslinker.  
 
FTIR spektri kažejo na zamreženost gelov z estrskimi vezmi ter dodatno vključenost 
C-H verig v strukturo. NMR spektri do določene mere potrjujejo hipotezo saj so jasno vidni 
alifatski ogljiki med 25 in 35 ppm, medtem, ko je razlika v poziciji karbonilnega signala, 
okoli 170 ppm minimalna oziroma ni jasno definirana.  
  
Levanič J. 2020. Razvoj hidrogelov … na osnovi celuloznih nanofibril. 101 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
 
3.1.4 Citotoksičnost z alkani zamreženih hidrogelov 
Citotoksičnost nanoceluloznih struktur je predmet širokih diskusij, ker je material 
strukturiran iz delcev, ki so pretežno nano velikostnega razreda, kljub temu da imajo dolžino 
v mikrometrski skali. Nanoceluloza in nanocelulozni hidrogeli veljajo za ne-citotoksične 
materiale, ki dobro simulirajo ekstracelični matriks in tako omogočajo dobro rast in 
razmnoževanje celic (Curvello in sod., 2019; Endes in sod., 2016). Gele oz. hidrogele, 
pripravljene v tej doktorski disertaciji, smo analizirali na njihovo citotoksičnost v direktnem 
stiku s preskušanimi celicami (NIH 3T3 Fibroblasti). V sklopu disertacije smo z morfološkimi 
analizami preverili vpliv direktnega stika hidrogela na rast fibroblastov. Hidrogeli so bili 
predhodno sterilizirani v avtoklavu ter napojeni z rastnim medijem. Preizkusili smo tudi 
hidrogele z dodanim klorheksidin diglukonatom, saj gre za standardni antiseptik, katerega 
uporaba je še dandanes zelo pogosta, predvsem v topikalnih (Kiremitci in sod., 2007) ter 
dentalnih aplikacijah (Ji in sod., 2010; Scholz in sod., 2017; Şenel in sod., 2000). Preizkusili 
smo vzorce z alkani zamreženih nanoceluloznih hidrogelov s srednjo koncentracijo 
zamreževala (razmerja 2:1 za DIB- in DID-TCNF ter 1,66:1 za TIM-TCNF). Po 24 urnem 
direktnem kontaktu smo celice obarvali s tripan modrim. Gre za barvilo, ki selektivno prehaja 
skozi celično membrano npr. fibroblastov, vendar le, če je integriteta membrane 
kompromitirana kot bi bila v primeru citotoksičnega delovanja določenega materiala (Liesche 
in sod., 2015; Strober, 1997). Morfološko se celice nekoliko razlikujejo od celic, gojenih 
samo v rastnem mediju, saj tam niso izpostavljene konstantni obremenitvi zaradi lastne teže 
vzorca hidrogela. Nekoliko deformirane celice v stiku s hidrogelom so posledica rasti pod 
konstantno obremenitvijo in ne citotoksičnega delovanja hidrogela. Celice, ki so rasle v stiku 
s hidrogelom, niso absorbirale barvila Tripan modro, njihova celična membrana je ostala 
intaktna. S tega vidika torej z alkani zamreženi hidrogeli predstavljajo ugoden medij za rast in 
proliferacijo celic. Citokompatibilnost nanoceluloznih hidrogelov potrjujejo tudi nekatere 
druge objave (Alexandrescu in sod., 2013; Powell in sod., 2016; Rashad in sod., 2017). 
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Slika 22: celice NIH 3T3, gojene v direktnem stiku z nanoceluloznimi hidrogeli, z in brez klorheksidin 
diglukonata (CHX-DG), ki so bili obarvani s tripan modrim. Modro obarvana citoplazma pomeni prehod barvila 
skozi poškodovano celično membrano in pomeni celično smrt. Celice v stiku s hidrogelom, ki vsebuje 
klorheksidin diglukonat, zaznamuje praktično 100 % celična smrt. Celice v stiku s hidrogeli brez klorheksidin 
diglukonata imajo intaktno celično steno in so v dobrem stanju. Deformiranost celic je posledica rasti pod 
obremenitvijo hidrogela (Levanič in sod., 2020). 
Figure 22: NIH 3T3 cells grown in direct contact with the nanocellulose hydrogels with and without 
chlorhexidine digluconate, that have been stained with trypan blue. A blue cytoplasm indicates that the cell 
membrane has been compromised and will result in cell death. Direct contact of cells with the chlorhexidine 
containing hydrogel results in cell death. The cells in contact with the neat hydrogel have not had their cell 
membrane compromised and are still alive. The deformity of the living cells comes as a result of compression 
due to the weight of the hydrogel sample (Levanič et al., 2020).  
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Z vidika citotoksičnosti hidrogelov se problemi pojavijo predvsem, ko pričnemo v 
strukturo hidrogela vključevati določene bioaktivne substance. V našem primeru je bil to 
klorheksidin diglukonat, ki velja za odličen antiseptik s širokim spektrom uporabe (Odore in 
sod., 2000), vendar je hkrati tudi izjemno citotoksičen (Liu in sod., 2018). Posledično so 
citotoksični tudi materiali, ki to spojino vključujejo. V tem primeru je potrebno poiskati 
alternativne aktivne učinkovine oz. pretehtati negativen vpliv napram pozitivnemu. 
Citotoksično delovanje klorheksidin diglukonata je bilo dokazano tudi v našem testu, kjer so 
celice, ki so bile v stiku s hidrogelom, ki je imel dodan klorheksidin diglukonat, absorbirale 
barvilo Tripan modro. Ker je prišlo do absorpcije barvila, lahko sklepamo, da je celična 
membrana fibroblastov poškodovana in so celice mrtve.  
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3.1.5 Sproščanje antiseptika iz z alkani zamreženih hidrogelov 
Ker je ena izmed bolj perspektivnih aplikacij hidrogelov na področju medicine 
uporaba teh materialov kot rezervoarjev za zdravilne učinkovine ali druge biološko aktivne 
spojine, smo v sklopu doktorata tudi preliminarno preverili način sproščanja modelnega 
antiseptika iz zamreženih hidrogelov. To smo izvedli z namakanjem hidrogelov v raztopini 
klorheksidin diglukonata in določitvijo vsebnosti tega antiseptika v hidrogelih. Z elementno 
analizo (določitev dušika) ter s spremljanjem sproščanja preko UV-VIS, saj ima CHX-DG 
absorpcijski vrh pri 255-256 nm (Kiremitci in sod., 2007), smo lahko določili profile 
sproščanja tega antiseptika v okolje (Slika 23).  
 
Slika 23: Profili sproščanja klorheksidin diglukonata iz z alkani zamreženih TCNF hidrogelov. Kontinuirni 
režim (levo) in prekinjeni režim desno) v celoti sprostita podobne količine CHX-DG (Levanič in sod., 2020).  
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Figure 23: Drug release profiles for chlorhexidine digluconate from alkane crosslinked TCNF hydrogels. 
Continuous diffusion (left) and intermittent diffusion (right). The quantities released are similar in both cases 
(Levanič et al., 2020).  
Difuzija zdravil iz nanoceluloznih matric, bodisi suhih (filmov) ali mokrih (hidrogelov), je 
relativno slabo raziskana tema, predvsem zaradi novosti samega materiala, vendar je bilo v 
nekaterih primerih ugotovljeno, da nanoceluloza zavira difuzijo določene spojine v okolje. Na 
primeru itrokonazola in beklometazona je bilo ugotovljeno, da sproščanje poteka po ničtem 
redu (konstantno, neodvisno od koncentracijskih gradientov) (Kolakovic in sod., 2012b). 
Način sproščanja zdravilnih učinkovin je odvisen predvsem od elektrostatskih interkacij med 
nanocelulozno matrico in zdravilno učinkovino (Kolakovic in sod., 2012a; Kolakovic in sod., 
2013). Na primeru klorheksidin diglukonata je bila opravljena tudi študija na tkaninah, 
tretiranih z raztopino klorheksidin diglukonata v disperziji celuloznih nanofibril. Ugotovljeno 
je bilo, da celulozne nanofibrile zavirajo sproščanje klorheksidina, vendar profil sproščanja 
sledi prvemu redu (Lavoine in sod., 2014). V našem primeru so bile ugotovitve podobne. 
Sproščanje je potekalo po prvem redu, ne glede na tip hidrogela. Hkrati smo opazili, da nam 
je uspelo iz hidrogelov v osmih urah difuzije odstraniti le ~40 % celotne mase klorheksidin 
diglukonata. Ugotovitev, ki jo podpira tudi Lavoine in sod (2014). Klorheksidin ima zaradi 
svoje kationske narave močno afiniteto do celuloze, kjer so prisotne negativno nabite skupine 
zaradi prisotnosti hemiceluloz in tudi manjšega deleža lignina (Tardy in sod., 2017). V 
kolikor imamo opravka s TEMPO celulozo, je ta vidik še toliko bolj pomemben, saj je 
TEMPO nanofibrilirana celuloza polna negativno nabitih karboksilnih skupin. Tudi v primeru 
z jodiranimi alkani zamreženih hidrogelov, ne glede na uporabljeno koncentracijo 
zamreževalca, so bile še vedno prisotne deprotonirane karboksilne skupine (glede na FT-IR 
spektre) kar bi nedvomno povečalo zadrževanje klorheksidina v hidrogelu. Na drugi strani je 
pomembna tudi sposobnost p-klorofenola, da tvori vodikove vezi s prisotnimi hidroksilnimi 
skupinami na celulozi.  
Z vidika sproščanja in same uporabnosti hidrogelov z antiseptikom, smo analizirali 
tudi učinkovitost te kombinacije proti stafilokoku (S. aureus NCTC 1803). Učinkovitost 
klorheksidina proti stafilokoku je dokazana (Odore in sod., 2000) in ni bila vprašanje te 
študije. Bolj nas je zanimalo ali klorheksidin diglukona ohranja aktivnost proti S. aureus kljub 
na videz ireverzibilni vezavi v matriks hidrogela. Naše predvidevanje je bilo, da je vezava 
posledica elektrostatskih interakcij in posledične inaktivacije molekule zaradi odsotnosti 
pozitivnega naboja (kationa), ki je ključen za aktivnost klorheksidina. Izkazalo se je, da kljub 
na videz ireverzibilni vezavi antiseptika v hidrogel, le ta ohranja aktivnost proti S. aureus 
(Slika 24, preglednica 9). 
 
Slika 24: Inhibicijske cone hidrogelov, katerim smo dodali klorheksidin diglukonat. TIM-TCNF + CHX-DG (A), 
DIB-TCNF + CHX-DG (B) in DID-TCNF + CHX-DG (C) po 24 urni inkubacijski dobi na gojišču, inokuliranem 
s S. aureus (NCTC 1803). 
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Figure 24: Inhibition zones of chlorhexidine digluconate loaded hydrogels against S. aureus (NCTC 1803). TIM-
TCNF + CHX-DG (A), DIB-TCNF + CHX-DG (B) and DID-TCNF + CHX-DG (C) after a 24 hour incubation 
period on S. aureus (NCTC 1803) inoculated media.  
 
Preglednica 9: Absolutne velikosti inhibicijske cone ter normalizirane vrednosti inhibicijske cone po 24 urni 
inkubaciji vzorcev hidrogelov z dodatkom klorheksidin diglukonata. Normalizirana vrednost se preračuna glede 
na premer vzorca. Vrednosti so izračunane iz treh vzporednih meritev.  
Table 9: Inhibition zone diameters and normalized values after a 24 hour incubation period of chlorhexidine 
digluconate loaded hydrogels. Normalized values are calculated with regards to sample diameter. Values 
calculated from 3 parallel samples.   
Vzorec 




TIM-TCNF + CHX-DG 17,85 (+/- 0,06) 0,19 (+/- 0,01) 
TIM-TCNF +CHX-DG 
Kontinuirna difuzija  
16,76 (+/- 0,15) 0,14 (+/- 0,01) 
TIM-TCNF + CHX-DG 
Prekinjena difuzija 
16,73 (+/- 0,12) 0,14 (+/- 0,01) 
DIB-TCNF + CHX-DG 18,02 (+/- 0,08) 0,19 (+/- 0,01) 
DIB-TCNF + CHX-DG 
Kontinuirna difuzija 
16,33 (+/- 0,22) 0,13 (+/- 0,02) 
DIB-TCNF + CHX-DG 
Prekinjena difuzija 
16,58 (+/- 0,01) 0,14 (+/- 0,00) 
DID-TCNF + CHX-DG 18,01 (+/- 0,06) 0,19 (+/- 0,01) 
DID-TNCF + CHX-DG 
Kontinuirna difuzija 
16,33 (+/- 0,52) 0,13 (+/- 0,01) 
DID-TCNF + CHX-DG 
Prekinjena difuzija 
16,38 (+/- 0,12) 0,13 (+/- 0,01) 
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Na podlagi eksperimentalnih rezultatov, pridobljenih tekom doktorske disertacije, 
lahko potrdimo oz. ovržemo naslednje hipoteze: 
Hipoteza 1: Od pred-priprave celuloznih vlaken je odvisna učinkovitost pridobivanja 
celuloznih nanofibril s postopkom visokotlačne homogenizacije  
 
Hipoteza 1 je v celoti potrjena. V sklopu doktorske disertacije smo preverili več 
različnih postopkov pred-obdelave celuloznih vlaken z namenom izboljšanja fibrilacije. 
TEMPO oksidacija se je izkazala za dobro varianto v sklopu preverjenih metod, vendar je 
postopek moč še izboljšati z dodatnim post-oksidacijskim postopkom, s katerim rezidualne 
aldehide pretvorimo v deprotonirane karboksilne skupine. Postopek post-oksidacije in njegov 
vpliv na fibrilacijske karakteristike je močno odvisen od pH vrednosti medija v katerem se 
oksidacija izvaja. Tako je postopek s kalijevim peroksimonosulfatom dal boljši produkt kot 
postopek post-oksidacije z natrijevim kloritom, saj se prvi izvaja v mediju s pH 8, drugi pa v 
mediju s pH < 5. pH odločilno vpliva na prisotnost naboja na površini celuloznih fibril kar je 
poglavitni razlog za izboljšano fibrilacijo materiala pri istih strižnih obremenitvah.   
 
Hipoteza 2: Post oksidacija s kalijevim peroksimonosulfatom (Oxone®) poveča vsebnost 
karboksilnih skupin na TEMPO oksidiranih celuloznih vlaknih ter hkrati zmanjša 
vsebnost aldehidov  
 
Hipoteza 2 je v celoti potrjena. Post-oksidacija TEMPO celuloznih vlaken z uporabo 
kalijevega peroksimonosulfata v bikarbonatnem pufru je bila uspešna  v pretvorbi okoli 80 % 
prisotnih aldehidov do karboksilnih skupin. Kot referenčni postopek je bila uporabljena post-
oksidacija z natrijevim kloritom v acetatnem pufru, ki pa ima stopnjo konverzije 100 %. 
Postopek s peroksimonosulfatom je bil resda nekoliko manj učinkovit, vendar je imel produkt 
boljše fibrilacijske karakteristike zaradi ugodne pH vrednosti medija in pretvorbe nastalih 
karboksilnih skupin v njihovo deprotonirano obliko oz. karboksilatni anion.  
 
Hipoteza 3: Halogenirane alkane je možno uporabiti za zamreženje TEMPO oksidiranih 
celuloznih nanofibril in proizvesti stabilne hidrogele.  
 
Hipoteza 3 je v celoti potrjena. Jodirane alkane je možno uporabiti za zamreževanje 
TEMPO oksidiranih celuloznih nanofibril. Iz vseh treh jodiranih alkanov, ki smo jih uporabili 
v disertaciji, smo uspešno pripravili stabilne nanocelulozne (hidro)gele. 
 
Hipoteza 4: Hidrogeli, kjer je zamreževalo daljša linearna veriga halogenoalkana so bolj 
fleksibilni  
 
Hipoteza 4 je ovržena. V primeru nanoceluloznih gelov, zamreženih z 1,4-
dijodobutanom in 1,10-dijododekanom, je bilo ugotovljeno, da je kritična deformacija pri 
prvem 0,50, pri drugem pa 0,35, pri razmerju reaktantov 5:1 v obeh primerih. Iz tega podatka 
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sledi, da je 1,10-dijododekan kljub nekoliko daljši alifatski verigi, proizvedel stabilen gel, ki 
je bil sposoben prenesti večje sile ob zmanjšani strižni deformaciji. Nekoliko drugačna slika 
je pri kompresijski deformaciji, saj imata tako gela, zamrežena z 1,4-dijodobutanom kot z 
1,10-dijododekanom, zelo podobne deformacije ob porušitvi, 45,60 in 47,30 %. Iz rezultatov 
torej lahko sklepamo, da med verigami zamreževala s 4 ali 10 ogljikovimi atomi ni bistvenih 
razlik. Razlike v nastalih gelih verjetno izhajajo iz različnih reaktivnosti uporabljenih 
molekul. Menimo, da bi razlike v dolžini zamreževala lahko bolje študirali, če bi uporabili na 
primer z jodom terminirane poli(etilen glikole) oz. podobne polimere z dolgimi verigami.   
 
 
Hipoteza 5: Razvejani halogenirani alkani dajo bolj toge hidrogele z večjimi tlačnimi 
trdnostmi 
 
Hipoteza 5 je ovržena. Edini razvejani jodiran alkan, trijodometan, se je izkazal kot 
najslabše zamreževalo. To lastnost lahko pripišemo njegovi sterični zahtevnosti zaradi 
prisotnosti treh jodovih atomov na relativno kratki razdalji. To je zaviralo reakcijo molekule z 
več fibrilami. Tudi reološke kot mehanske lastnosti nastalih gelov so bile bistveno slabše od 
lastnosti gelov, zamreženih z linearnimi zamreževali. Reakcija zamreževanja je tekla počasi, 
tudi do 24 ur, in v večini primerov ni niti dosegla vrednosti ostalih dveh gelov. Tlačna trdnost 
nastalega gela je bila slaba in v treh primerih od petih ni zadostovala za nastanek stabilnega 
gela iz katerega bi lahko pripravili vzorce za meritve. Preostala dva vzorca sta pokazala 
vrednosti tlačne trdnosti 4,45 in 12,43 kPa, kar je bistveno slabše od DIB gelov, 19,02 in 
18,30 kPa, ter le delno primerljivo z DID geli, 11,98 in 9,80 kPa. Potrebno je tudi omeniti, da 
je bilo za dobljene vrednosti TIM gelov potrebno uporabiti visok presežek zamreževala, kar 
ekonomsko ni upravičeno. V prihodnosti bi bilo bolje kot razvejano molekulo uporabiti 
zamreževalo z daljšimi stranskimi verigami, s čimer bi povečali reaktivnost molekule z 
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4 POVZETEK (SUMMARY) 
4.1 POVZETEK 
V sklopu doktorske disertacije smo razvili nove hidrogele, ki temeljijo na uporabi 
TEMPO modificiranih celuloznih nanofibril. Za proizvodnjo celuloznih nanofibril smo 
uporabili celulozna vlakna, pridobljena po sulfitnem postopku, ki smo jih oksidirali z 
regentom (2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-il)oksil in pridobili TEMPO modificirano celulozo. 
Slednja predstavlja surovino z visokim potencialom za proizvodnjo nanofibrilirane celuloze, 
saj fibrilacija zahteva bistveno manjše energetske vložke. Slabost postopka oksidacije z 
reagentom TEMPO je nepopolna konverzija karboksilnih skupin oz. prisotnost aldehidnih 
skupin, ki so odgovorne za rjavo obarvanje celuloze med visokotemperaturnim sušenjem. 
Prisotnost aldehidov je posledica kemijske reakcije TEMPO oksidacije, saj nastanek 
karboksilnih skupin na primarni hidroksilni skupini poteka preko intermediata, aldehida. 
Delež rezidualnih aldehidnih skupin (običajno 0,1 – 0,3 mmol/g) smo skušali zmanjšati z 
uporabo alternativnih, manj okolijsko obremenjujočih kemikalij. Z uporabo kalijevega 
peroksimonosulfata smo uspeli termično stabilizirati in pretvoriti skoraj 80 % prisotnih 
aldehidov v potencialno bolj uporabne, karboksilne skupine. Barvna stabilnost TEMPO 
celuloze se je v povprečju povečala za skoraj 80 %, v enem primeru skoraj za 95 %, in se je 
približala kontrolnemu vzorcu TEMPO celuloze, post oksidirane z uporabo natrijevega klorita 
v acetatnem pufru. V nasprotju z našimi pričakovanji je nadaljnja raziskava pokazala, da post-
oksidacija rezidualnih aldehidnih skupin na TEMPO celuloznih nanofibrilah nima bistvenega 
vpliva na proizvodnjo hidrogelov, zato smo nadaljnje eksperimente na post oksidirani 
TEMPO celulozi opustili.  
Značilnost TEMPO modificiranih celuloznih nanofibril so torej deprotonirane 
karboksilne skupine, ki so bolj reaktivne od hidroksilnih skupin. To omogoča izvedbo 
številnih reakciji, med drugim tudi SN2 nukleofilno substitucijo. Za nastanek nanoceluloznih 
hidrogelov smo v naši študiji izkoristili reakcijo med deprotoniranimi karboksilnimi 
skupinami na površini TEMPO celuloznih nanofibril halogeniranimi alkani, ki rezultira v 
nastanku estrske vezi. Zaradi visoke reaktivnost smo v disertaciji izbrali jodirane alkane, saj je 
jod izjemno dobra zapuščajoča skupina. TEMPO celulozne nanofibrile (TCNF) smo 
proizvedli po ustaljenih postopkih, gostota površinskega naboja je bila 1,35 mmol/g. Zaradi 
zagotavljanja topnosti jodiranih alkanov in kompatibilnosti oz. koloidne stabilnosti TCNF, 
smo vodo v disperziji TCNF delno izmenjali s polarno aprotičnim topilom 
dimetilsulfoksidom (DMSO). To smo storili s postopkom rotavapiranja, do končnega 35 ut-% 
deleža vode. Ostanek je predstavljal DMSO. Kompatibilnost deprotonirane TCNF z DMSO 
potrjuje tudi literatura.  
Proizvodnja z jodiranimi alkani zamreženih TCNF hidrogelov je potekala po relativno 
preprostem postopku V različnih molarnih razmerjih smo mešali v DMSO/H2O izmenjano 
TCNF in v DMSO raztopljene jodirane alkane. Po homogenizacijskem postopku smo reakcijo 
izvajali v pokritih steklenih petrijevkah pri 90°C. Po končani reakciji smo dobili stabilne 
hidrogele s katerimi je bilo relativno lahko rokovati. Reološke in mehanske lastnosti teh 
produktov so bile močno odvisne od reaktantov in razmerja med reaktanti. Linearni jodirani 
alkani namreč reagirajo bistveno hitreje kot kratek in večfunkcionalen trijodometan. Tako je 
bilo z uporabo linearnih jodiranih alkanov moč dobiti zamrežene nanocelulozne gele v manj 
kot dveh urah, medtem ko je reakcija s kratkim in več funkcionalnim jodiranim alkanom 
potekala 24 ur ali več, odvisno od koncentracije.  
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Relevantne lastnosti teh hidrogelov, npr. strižni elastični modul, tlačna trdnost in tlačni 
elastični modul,  kažejo na močno odvisnost predvsem od koncentracije in tipa zamreževala. 
Za zamreževanje smo uporabili dva linearna ter en razvejan jodiran alkan. Oba linearna 
jodoalkana (1,4-dijodobutan in 1,10-dijododekan) ste tvorila mehansko bolj stabilne gele, ki 
so bili sposobni prenesti večje deformacijske sile vendar ob manjših deformacijah. Edini 
razvejani jodoalkan, trijodometan, je sicer uspešno zamrežil TEMPO celulozne nanofibrile 
vendar so bili nastali geli mehansko šibkejši. S spektroskopskimi metodami smo tudi 
dokazali, da pride do nastanka estrske vezi med TEMPO celuloznimi nanofibrilirami, kar 
potrujejo naše prvotno predvidevanje, da bo do zamrežene strukture prišlo zaradi reakcije med 
jodiranim alkanom in deprotonirano karboksilno skupino na TEMPO celuloznih nanofibrilah.   
V nadaljevanju smo  preverili nekatere osnovne lastnosti teh gelov/hidrogelov, ki so 
relevantne za potencialne aplikacije na področju medicine kot obloge za rane. Osredotočili 
smo se na raziskave citotoksičnosti hidrogelov in  sproščanje standardnega antiseptika, 
klorheksidin diglukonata iz omenjenih hidrogelov. Nobena od treh zamreženih struktur 
hidrogelov ne izkazuje citotoksičnega karakterja za fibroblastne celice NIH 3T3. Z 
dodajanjem klorheksidin diglukonata, se je citotoksičnost hidrogelov močno povečala in 
povzročila odmrtje vseh celic v 24 urah. Razlog za to so relativno visoke koncentracije 
klorheksidina in citotoksičnost spojine, ki izkazuje tudi zelo destruktivno delovanje na celično 
steno. Sproščanje zdravilne učinkovine klorheksidin diglukonata iz hidrogelov se odvija po 
principu prvega reda, saj je dinamika sproščanja odvisna predvsem od koncentracijskega 
gradienta. Poleg tega ima klorheksidin diglukonat zaradi svoje kationske narave precejšnjo 
afiniteto do celuloze in ga več kot 50 % ostaja ujetega znotraj strukture hidrogela, kjer pa 
zanimivo, ohranja protimikrobno in citotoksično aktivnost. 
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4.2 SUMMARY 
In the scope of this dissertation, we have developed novel hydrogels, which were 
based on TEMPO modified cellulose nanofibrils. To produce the cellulose nanofibrils, we 
used never dried sulfite cellulose pulp, which we oxidized with (2,2,6,6-tetramethylpiperidin-
1-yl)oxyl to obtain TEMPO modified cellulose. The latter presents a raw material with a 
significant potential for the production of nanofibrillated cellulose as the energy demand for 
fibrillation is low. The downside of TEMPO oxidation is the incomplete conversion of 
hydroxyl groups to carboxylic groups i.e. the presence of aldehyde groups which are the main 
culprit in the brown discoloration of TEMPO cellulose during high temperature drying. The 
presence of aldehyde groups is the result of the TEMPO oxidation since the formation of 
carboxylic groups goes through an aldehyde intermediate. We attempted to reduce the amount 
of residual aldehydes (typically 0,1 – 0,3 mmol/g) by using alternative and environmentally 
less problematic chemicals. By using potassium peroxymonosulfate, we have succeeded to 
thermally stabilize the cellulose and convert roughly 80 % of the total aldehydes into 
potentially more useful carboxylic groups. The color stability of the TEMPO cellulose was 
improved similarly by almost 80 %. In one case the color stability showed a 95 % 
improvement and it came close to the color change achieved by the control sample which was 
treated in an acidified sodium chlorite solution. Contrary to our expectations, further 
experimental work showed that post-oxidation of residual aldehydes on TEMPO cellulose 
does not have any significant impact on the production of hydrogels, hence further 
experimentation on post-oxidation was abandoned.  
The main characteristic of TEMPO modified cellulose nanofibrils is the presence of 
deprotonated carboxylic groups, which are more reactive than hydroxyl groups. This 
facilitates numerous reactions, including SN2 nucleophilic substitution. To produce 
nanocellulose hydrogels, we have employed a reaction between deprotonated carboxylic 
groups on the surface of TEMPO cellulose nanofibrils (TCNF) and halogenated alkanes, 
which results in the formation of an ester bond. Due to the high reactivity, iodinated alkanes 
were chosen to carry out the crosslinking reaction as iodine is a great leaving group and will 
react with the deprotonated carboxylic groups. TCNF was produced according to standardized 
procedure, the surface charge density was 1,35 mmol/g. To facilitate the dissolution of 
iodinated alkanes and the colloidal stability of TCNF, water was partially solvent exchanged 
to dimethyl sulfoxide (DMSO). This was done by rotary evaporation until a maximum water 
content of 35 wt.% was achieved. The rest was comprised of DMSO. The compatibility of 
deprotonated TCNF has also been corroborated by literature.  
The manufacture of iodinated alkane crosslinked hydrogels took place under relatively 
simplistic conditions. Solutions of iodinated alkanes and dispersion of TCNF, both in DMSO, 
were mixed together in different molar ratios. After a homogenization step, the reaction was 
carried out in covered glass petri dishes at 90°C. After the reaction was finished, we have 
obtained stable hydrogels that were easy to handle. The rheological and mechanical properties 
of these structures were highly dependent on the reactants and the ratio between them. Linear 
iodinated alkanes are more reactive and will act quicker than the short but multifunctional 
triiodomethane. Thus, we were able to obtain crosslinked hydrogels in less than 2 hours, 
whereas the reaction took 24 hours or more when using the short and multifunctional 
iodinated alkane, depending on the concentration of the crosslinker. 
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The relevant properties of these hydrogels, for example shear elastic modulus, 
compressive strength, compressive elastic modulus, all show a strong dependence on 
primarily the concentration but also on the type of crosslinker. For crosslinking, two linear 
molecules and one branched molecule were used. The linear crosslinker (1,4-diiodobutane 
and 1,10-diiododecane) gave mechanically more stable gels that were capable of withstanding 
higher forces at the expense of a lower deformation threshold. The only branched iodoalkane, 
triiodomethane, was capable of crosslinking the TEMPO cellulose nanofibrils, however these 
structures were mechanically much weaker. Using spectroscopic methods, we have also 
proven that the crosslinking does take place via the formation of an ester bond between the 
iodinated alkane and the deprotonated carboxylic groups on the TEMPO oxidized cellulose 
nanofibrils.  
Additionally, we have also studied some basic properties of these hydrogels, those 
which are relevant in the field of potential application as a wound dressing. We focused on 
determining their cytotoxicity and the drug release profiles of a standard antiseptic, 
chlorhexidine digluconate. None of the hydrogel structures showed any signs of cytotoxicity 
on the tested NIH 3T3 cells. By adding chlorhexidine digluconate, the hydrogels became 
cytotoxic and caused complete cell death within 24 hours. This was due to the high 
concentration of chlorhexidine in the hydrogel itself as well as the highly toxic nature of 
chlorhexidine which also shows a strong ability to disrupt the cells walls. The release of the 
drug chlorhexidine digluconate follows first order release kinetics, meaning the release 
dynamic is governed mostly by concentration gradients. In addition to this, chlorhexidine has 
a strongly cationic nature and as such a high affinity for cellulose where numerous negatively 
charged groups are present. As a result, more than 50 % of the total chlorihexidine 
digluconate content stays trapped within the hydrogel matrix. Interestingly, it retains both its 
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